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(54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON STTMULIERTEN MONONUKLEAREN ZELLEN DES PERIPHEREN B LUTES 
ZUR BEHANDLUNG VON MIT DEM GEHIRN ASSOZIIERTEN ERKRANKUNGEN, STORUNGEN UND 
SCHADIGUNGEN 

(57) Abstract 

The invention relates to the use of stimulated peripheral blood mononuclear cells (PBMC) for the treatment of brain-related diseases, 
disorders and damage, such as manic-depressive illness or manic-depressive psychosis, schizophrenia, depressive syndromes without 
endogenous cause, autism, disturbances of cerebral development during and after the embryonal stage, Downs syndrome, brain damage due 
to accidents or other causes, and Parkinson's disease. After activation of the PMBC the stimulated cells can possibly also be treated with 
gamma-interferon and/or alpha-interferon. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von stimulierten mononuklearen Zellen des peripheren Bluts (PBMC) zur Behandlung von 
mit dem Gehirn assoziierten Erkrankungen, Storungen und Schadigungen, wie manisch-depressiver Krankheit oder manisch-depressiver 
Psychose, Schizophrenic depressiven Syndromen ohne endogene Ursache, Autismus, Gehimentwicklungsstarungen in und nach der 
Embryonalzeit, Down-Syndrom, von unfall- oder aufgrund anderer Ursachen geschadigten Gehimen oder Parkinson-Syndrom. Nach der 
Aktivierung der PBMC kann ggf. zusatzlich eine Behandlung der stimulierten Zellen mit Interferon y und/oder Interferon a durchgeruhrt 
werden. 
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Verwendung von stimulierten mononuklearen Zellen 
des peTTpTieren Blutes zur Behandlung 
von mit dem Gehirn assoziierten Erkrankungen, 
Storungen und Schadigungen 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von stimulierten oder ak- 
tivierten mononuklearen Zellen des peripheren Blutes zur Be- 
handlung von verschiedenen mit dem Gehirn assoziierten Erkran- 
kungen, Storungen und Schadigungen, insbesondere psychiatri- 
schen Erkrankungen, wie manisch-depressiver Krankheit oder 
Schizophrenie, depressiven Syndromen ohne endogene Ursachen, 
Gehirnentwicklungsst6rungen in und nach der Embryonal zeit, z.B. 
beim Down-Syndrom, Autismus, unfall- oder aufgrund anderer Ur- 
sachen geschadigten Gehirnen und Parkinson-Syndrom. Im Rahmen 
dieser Anmeldung werden die Begriffe "Stimuli erung" und 
"Akti vie rung' 7 stets synonym gebraucht. 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung auf spezielle Weise sti- 
mulierte PBMC, die sich besonders gut fur die Behandlung von 
mit dem Gehirn assoziierten Erkrankungen, Storungen und Schadi- 
gungen gemafi der Erfindung eignen. 

Geisteskrankheiten machen gemaB dem WHO-Report von 1996 etwa 
11% aller Krankheiten aus. Bei den bei Geisteskrankheiten auf- 
tretenden Symptomen fehlen pathogene Faktoren, die diese Sym- 
ptome erklaren konnten. 

Die letzte Erkrankung, die aus der Gruppe der Geisteskrankhei- 
ten ausgegliedert wurde, da ein daftir verantwortlicher pathoge- 
ner Faktor identif iziert werden konnte, war die Demenz, die 
durch die Spirochaeta treponema pallida verursacht wird. Bei 
dem nur bei ca. 30% der unbehandelten Personen mit latenter In- 
fektion auftretenden dritten Stadium dieser Syphiliserkrankung 
treten Symptome einer Demenz auf. Da Penicillin eine effektive 
Behandlung samtlicher Stadien der Syphilis ermbglicht, beschaf- 
tigten sich nur wenige Untersuchungen mit der Frage, ob eine 
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immungenetische Veranlagung, eine Variante dieser Spirochaeta 
oder andere Sekundarf aktoren zu diesem dritten Syphilisstadium 
fiihren. 

Eine ahnliche Beteiligung einer immungenetischen Veranlagung 
oder eines pathogenen Faktors kann bei HIV-Inf ektionen festge- 
stellt werden, die nur bei einem Bruchteil der Patienten para- 
noide Symptome hervorrufen. 

Zwillings-, Familien- und Adoptionsstudien zeigten ein erhohtes 
Risiko fur psychiatrische Erkrankungen mit dem Anteil gemeinsa- 
mer Erbanlagen. Die genetische Analyse wird hochstwahrschein- 
lich durch klinische Heterogenitat, die Beteiligung mehrerer 
Genorte an der Erzeugung von Phanotypen, unvollstandige Pene- 
tranz, den Einflufc des Geschlechts und alternative Chromosomen 
erschwert . 

Die Probleme von Kopplungsstudien bei schizophrenen Erkrankun- 
gen und manisch-depressiver Krankheit wurden unlangst in Uber- 
sichtsartikeln dargestellt (Peltonen, L., Nature 1995: 378, 
665-666; MacKinnon, D.F., et al . , Annu. Rev. Neurosci. 1997:20, 
335-73) . Bei Schizophrenie wurden genetische Faktoren fur Vul- 
nerability von itiehreren Gruppen auf dem kurzen Arm des Chromo- 
soms 6 lokalisiert (Straub, R.E., et al., Nature Genet. 1995: 
11, 287-93; Moises, H.W., et al - , Nature Genet. 1995: 11, 321- 
324; Schwab, S.G., et al . , Nature Genet. 1995: 11, 325-327; 
Antonarakis, S.E., et al., Nature Genet. 1995: 11, 235-236). 
Auf dem Chromosom 6 sind die Gene des HLA-Komplexes lokali- 
siert. Der hochgradige Polymorphismus des HLA-Systems bringt 
eine variable Immunreaktivitat bei jedem Individuum mit sich. 
Manche Varianten eines Genortes konnen haufig mit Varianten ei- 
nes anderen Genortes gekoppelt gefunden werden (Kopplungsun- 
gleichgewicht) . Solche Kopplungsungleichgewichte zwischen Gen- 
varianten konnen in einzelnen Populationen sehr verschieden 
sein. Dies kann sowohl regionale Persistenz von pathogenen Fak- 
toren als auch unterschiedliche Assoziierung der Krankheiten 
mit HLA- Faktoren und pathogenen Faktoren erklaren. Iramungeneti- 
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sche Studien, die serologische Verfahren einsetzen, haben her- 
ausgefunden, daii mehrere HLA-Klasse I- und -Klasse II-Antigene 
mit manisch-depressiver Krankheit und schizophrenen Erkrankun- 
gen assoziiert sind (siehe z.B. Ivanyi, D., et al . , Tissue An- 
tigens 1976: 8, 217-220; Smeraldi, E., et al . , Biol. Psychiatry 
1976: 11, 665 ff.). Unlangst hat eine Forschergruppe eine si- 
gnifikant erhohte Haufigkeit der mit Narkolepsie assoziierten 
Antigene HLA-DR15 und -DQ6 bei chronisch an Schizophrenie er- 
krankten Patienten festgestellt (Douglass, A.B., et al . , Biol. 
Psychiatry 1993: 34, 773-780). Zusatzlich wurde unlangst bei 
schizophrenen Patienten eine signifikante Vermehrung der HLA- 
Allele DRB1*1501 und DQB1*0602 gefunden, die diese Molekule ko- 
dieren. Dement sp re chend ist dasselbe HLA-Allel DQB1*0602 mit 
Narkolepsie, multipler Sklerose und Schizophrenie assoziiert. 
(Grofikopf, A., Muller, N . , Malo, A., Wank, R. : Potential role 
for the narcolepsy and multiple sclerosis associated HLA allele 
DQB1*0602 in schizophrenia subtypes; Schiz. Res. 1998, im 
Druck) . 

Es ist heute durch eine Vielzahl von Verof f entlichungen belegt, 
daB die Zellen des Immunsystems die meisten Zytokine des Zen- 
tralnervensystems produzieren und daft Zellen des Nervensystems 
viele Zytokine des Immunsystems produzieren (Blalok, J.E., The 
Iramunologist 1994: 2, 8-15; Wilder, R.L., Annu. Rev. Immunol. 
1995: 13, 307-338). 

Ober eine bemerkenswerte Beobachtung der komplizierten bidirek- 
tionalen Wechselwirkungen zwischen dem Zentralnervensystem und 
dem Immunsystem wurde hinsichtlich des Immunzytokins Interleu- 
kin 2 (IL-2) berichtet, das Schizophrenie-Symptome bei Tumorpa- 
tienten hervorrief . Die Symptome verschwanden, nachdem die IL- 
2-Behandlung unterbrochen worden war (Denicoff, K.D., et al . , 
Ann. Intern. Med. 1987: 107, 293-300) . Diese Beobachtung korre- 
liert mit dem Bericht uber erhohte IL-2-Konzentrationen in der 
Cerebrospinalf lUssigkeit von schizophrenen Patienten (Licino, 
J., et al., Am. J. Psychiatry 1993: 150:9, 1408-1410). Erhohte 
IL-2-Konzentrationen in der Cerebrospinalf lUssigkeit nach einer 
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Behandlung mit Neuroleptika sind die genauesten Indikatoren fur 
Riickfalle bei Schizophreniepatienten (McAllister, : C.G. , et al . , 
Am. J. Psychiatry 1995: 152:9, 1291-1297). 

Pathognostische Zytokinkonzentrationen, wie sie fur die IL-2- 
Konzentrationen in der Cerebrospinal liissigkeit von schizophre- 
nen Patienten berichtet werden, konnten durch ein Versagen in 
zwei Systemen, dem Zentralnervensystem Oder dem Immunsystem, 
oder in beiden hervorgeruf en werden. 

Bei vielen anderen Erkrankungen und insbesondere bei Infekti- 
onskrankheiten kann eine Beeintrachtigung des Kommunikat ions sy- 
stems beobachtet werden. Hinsichtlich des chronischen Miidig- 
keitssyndroms {" chronical fatigue syndrome") wurde eine mogli- 
che Induktion auch durch Epstein-Barr-Virus postuliert (Holmes, 
G.P., et al., JAMA 1987: 257, 2297-2302). DarOberhinaus ist je- 
doch bislang nur geringe Aufmerksamkeit auf die Langzeitkonse- 
quenzen von geringgradigen, persistierenden Infektionen als Ur- 
sache von mit dem Gehirn assoziierten Erkrankungen und insbe- 
sondere Geisteskrankheiten, gerichtet worden. 

Es besteht daher ein Bedarf fur ein Mittel zur Behandlung von 
mit dem Gehirn assoziierten Erkrankungen, Storungen und Schadi- 
gungen, die das mogliche Vorhandensein von ggf . uber lange Zeit 
bestehenden geringgradigen persistierenden Infektionen als 
(Mit)Ursache von Geisteskrankheiten oder allgemein von mit dem 
Gehirn assoziierten Erkrankungen, Storungen und Schadigungen 
mitberucksichtigt . Zu berUcksichtigen sind in diesem Zusammen- 
hang insbesondere Faktoren, die die Funktion von Lymphozyten- 
subpopulationen beeintrachtigen und zur Verschlechterung des 
mentalen Wohlbef indens beigetragen haben konnten. 

Erf indungsgemaft konnen stimulierte mononukleare Zellen des pe- 
ripheren Blutes (PBMC) zur Behandlung von verschiedenen mit dem 
Gehirn assoziierten Erkrankungen, Stdrungen und Schadigungen, 
insbesondere psychiatrischen Erkrankungen, wie manisch-depres- 
siver Krankheit oder Schizophrenie, depressiven Syndromen ohne 
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endogene Ursachen, Gehirnentwicklungsstorungen in und nach der 
Embryonal zeit/ z.B. beim Down-Syndrom, Autismus und unfall- 
oder aufgrund anderer Ursachen geschadigten Gehirnen oder Par- 
kinson- Syndrom, eingesetzt werden. Wie sich bereits aus der 
vorstehenden Auflistung exemplarischer mit dem Gehirn assozi- 
ierter Erkrankungen, Storungen und Schadigungen ergibt, werden 
von diesem Begriff keine Krebserkrankungen umfafit. 

Gemafi der Erfindung werden in Zusammenhang mit den genannten 
Erkrankungen, Storungen und Schadigungen die stimulierten mono- 
nuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) als primares The- 
rapeutikum wirksam, benotigen also nicht den Zusatz weiterer 
therapeutisch wirksamer Agenzien. Insbesondere ist fur die er- 
f indungsgemafi erzielbaren Wirkungen bei den genannten Erkran- 
kungen, Storungen oder Schadigungen kein zusatzlicher Einsatz 
transplantierter allogener Zellen, wie z.B. fotaler Neurozyten, 
die gegenwartig im Rahmen von sogenannten 

"Lebendzelltransplantat-Therapien" ("vital cell transplant the- 
rapy") eingesetzt werden, erforderlich und wird grundsatzlich 
auch nicht beabsichtigt . 

Die Stimulierung oder Aktivierung der mononuklearen Zellen 
(PBMC) kann "einstufig", uber eine "vorgeschaltete" Aktivierung 
der T-Lymphozyten in den PBMC, die dann in stimuliertem Zustand 
die ubrigen Zellen stimulieren, oder in einer ganz speziellen 
Aus fUhrungs form Uber sogenannte "Kaskaden-Gedachtnispragung" 
("cascade priming"), die nachfolgend detaillierter erlautert 
wird, erfolgen. 

Bei der "einstufigen Vorgehensweise" kann die Gesamtheit oder 
zumindest ein GroBteil der PBMC mit inaktivierten Keimen oder 
Mikroorganismen primar stimuliert werden, wobei durch Sekundar- 
ereignisse nach der Primarstimulierung, insbesondere auch durch 
eine Aktivierung der T-Lymphozyten in der PBMC-Population, die 
Stimulierung noch verstarkt werden kann. 
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Die Inaktivierung der Keime oder Mikroorganismen kann dabei 
beispielsweise durch Bestrahlen mit energiereicher Strahlung, 
in der Regel mit y-Strahlen, erfolgen. Alternativ konnen fur 
die Aktivierung der PBMC auch Proteine dieser Keime oder Mikro- 
organismen eingesetzt werden, und zwar Gesamtproteine wie auch 
Peptide von diesen. Beispielsweise konnen hierfiir sogenannte 
"Superantigene" von Staphylococcus aureus oder Proteine von Tu- 
berkulosebakterien, wie sie auch bei der Krebstherapie einge- 
setzt werden (BCG-Impf ung) , eingesetzt werden. Auch Proteine 
von Herpes simplex- oder Epstein-Barr-Virus sind hierfur geeig- 
net . 

Im Falle einer "vorgeschalteten" Stimulierung oder Aktivierung 
im wesentlichen nur der T-Lymphozyten in der PBMC-Praparation 
erfolgt die Aktivierung der ubrigen PBMC mittels der stimulier- 
ten T-Lymphozyten durch direkten Kontakt der T-Lymphozyten mit 
den PBMC uber eine Bindung an die T-Zellrezeptoren und/oder die 
Stimulierung/Aktivierung wird durch Zytokine, die durch die ak- 
tivierten T-Lymphozyten produziert und freigesetzt werden und 
ihrerseits mit den Ubrigen PBMC Uber spezifische Rezeptoren der 
letzteren in Kontakt treten, vermittelt. Im diesem Falle konnte 
man somit von einer "zweistuf igen" Aktivierung sprechen. Bei 
"einstuf iger" wie bei "zweistuf iger" Aktivierung werden wie bei 
einer Impfung Lymphozyten zu T- und B-Gedachtniszellen ausge- 
bildet. Bei einer konventionellen Impfung wird ein bekannter 
"Problemkeim" aufbereitet, bei der Aktivierung von PBMC werden 
ein oder mehrere, bekannte oder unbekannte, "Problemkeime" den 
mit dem Betriebsstof f IL-2 versorgten T-Lymphozyten prasen- 
tiert. 

Die erf orderliche Stimulierung oder Aktivierung der T-Lympho- 
zyten kann durch eine Vielzahl von Mafinahmen erreicht werden, 
die dem Fachmann wohlbekannt sind. 

Die Aktivierung erfolgt dabei in der Regel Uber die Einwirkung 
chemischer oder biologischer Stoffe von aufien auf die T- 
Lymphozyten, die meist uber die Bindung dieser Stoffe an auf 



RN.^nnnio <wo 9950393A2 1 > 



WO 99/50393 PCT/EP99/02225 

7 

den T-Lymphozyten befindliche hochspezif ische Rezeptoren, Core- 
zeptoren oder Signalmolekule vermittelt wird. 

Die Aktivierung von T-Lymphozyten vermittelnde Rezeptoren, Co- 
rezeptoren und Signalmolekule werden z.T. spezifisch fur den 
jeweiligen Typ von T-Lymphozyt und/oder z.T. auch spezifisch 
fur die Entwicklungsstuf e eines T-Lymphozyten durch diese ex- 
primiert. Diese Rezeptoren und Signalmolekule sind Membranpro- 
teine, die auf grunddessen oder im Zusammenwirken mit ihnen as- 
soziierten Transmembranproteinen "Informationen" aus dem Raum 
auiierhalb der Zelle in das Innere der Zelle weiterleiten kon- 
nen. 

Von T-Lymphozyten exprimierte Rezeptoren, Corezeptoren und Si- 
gnalmolekule/ die eine Aktivierung derselben vermitteln konnen, 
sind beispielsweise der ap-T-Zellrezeptor, die CD3-Protein- 
gruppe, das CD2- und das CD4-Protein wie auch das CD28-Protein 
der T-Helferzellen, einer besonderen Klasse von T-Lymphozyten. 
Moglicherweise spielt in diesem Zusammenhang auch das CD8- 
Protein eine Rolle. 

T-Lymphozyten konnen auiier durch die Molekule, die unter phy- 
siologischen oder Zellkulturbedingungen normalerweise spezi- 
fisch an einen jeweiligen Rezeptor, Corezeptor oder ein jewei- 
liges Signalmolekul binden, urn eine Zellreaktion der T- 
Lymphozyten hervorzuruf en, auch mittels Antikorpern stimuliert 
werden, die spezifisch an diese Rezeptoren, Corezeptoren bzw. 
Signalmolekule binden. Derartige Antikorper konnen beispiels- 
weise gegen den extrazellularen Abschnitt des ap-T-Zellrezep- 
tors oder gegen den extrazellularen Abschnitt eines CD3-Pro- 
teins auf den T-Lymphozyten gerichtet sein. 

FUr eine Aktivierung von T-Lymphozyten konnen derartige Anti- 
korper beispielsweise immobilisiert an einen festen Trager, 
z.B. an die Oberflache von Mikrotiterplatten oder auch von 
Kornchen aus Polymermaterial , fUr eine leichtere Abtrennung 
nach der Einwirkung eingesetzt werden. Die Antikorper konnen 
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monoklonal Oder polyklonal sein. Verfahren zur Erzeugung von 
fiir den genannten Zweck geeigneten monoklonal en und polyklona- 
len Antikorper sowie Verfahren zur Immobilisierung derselben 
sind dem Fachmann wohlbekannt. Daruberhinaus sind derartige An- 
tikSrper z.T. auch kommerziell erhaltlich. 

Dabei kann ggf . das Problem auftreten, daB die unphysiologische 
Stimulierung von T-Lymphozyten allein mittels eines Antikorpers 
zum Zelltod fiihrt, also Apoptosevorgange in den stimulierten 
Zellen auslost. Dieses Problem kann durch Zusatze geeigneter 
Zytokine, wie Inter leukine, umgangen werden. Derartige Maftnah- 
men sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Z.B. ftihrt normalerweise die alleinige Stimulierung mit einem 
Antikorper, der an ein CD3-Protein bindet, zum Zelltod, sofern 
man die Zellen nicht mit Interleukin 2 vor dem programmierten 
Zelltod oder Apoptose rettet. Ein Zusatz von Interleukin 2 zur 
Zellkultur bewirkt folglich eine Expansion der kultivierten 
Zellen und ermoglicht, dafi aufgrund des Vorhandenseins weiterer 
PBMC-Zellarten ein Kontakt zwischen den stimulierten T- 
Lymphozyten und diesen weiteren Zellen der PBMC zur Stimulie- 
rung der letzteren erfolgen kann. 

Die tiefgreif endste Stimulierung der T-Zelle erfolgt uber den 
ap-T-Zellrezeptor . Der T-Zellrezeptor wird von verschiedenen 
CD3-Proteinmolekulen flankiert, und in vivo wird in der Regel 
der Gesamtkomplex aus ap-T-Zellrezeptor und CD3-Molekulketten 
stimuliert. Die CD3-Proteine dienen dabei der Signalweiterlei- 
tung in das Zellinnere. Meist werden gleichzeitig Aktivierungs- 
signale uber das CD4- und/oder das CD8-Protein in das Zellinne- 
re weitergeleitet . 

Beispielsweise erfolgt die Stimulierung von T-Lymphozyten durch 
allogene Zellen oder Proteine von diesen uber den ap-T-Zell- 
rezeptor . 
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Der ap-T-Zellrezeptor ist hochspezialisiert . Er erkennt im Blut 
gelSste Proteine norma lerweise nicht, sofern sie hicht von an- 
deren mononuklearen Zellen, vor allem von B-Lymphozyten, Mono- 
zyten und dendritischen Zellen, den sogenannten Antigen-prasen- 
tierenden Zellen (APC), prasentiert werden. Die Presentation 
solcher Proteine durch die APC erfolgt in Form von kurzkettigen 
Peptiden, die stets in vorzugsweise autologe, d.h. korpereigene 
HLA-Molekule eingebunden sein miissen. Die Peptide werden also 
liber die HLA-Molekule oder in einem bestimmten HLA- oder MHC- 
Kontext prasentiert. Es konnen alternativ auch allogene APC mit 
dementsprechend identischen HLA-Molekulen eingesetzt werden. 

Das CD28-Protein der T-Helf erzellen aus der Klasse der T- 
Lymphozyten vermittelt als Signalmolekiil eine Zellaktivierung 
unter physiologischen Bedingungen durch Bindung z.B. des B7- 
oder synonym B7-l-Molekuls, das konstitutiv auf dendritischen 
Zellen exprimiert wird und auf B-Zellen und Monozyten/Makropha- 
gen induziert werden kann, oder durch Bindung des B7-2-Mole- 
kiils, das auf APC exprimiert wird, als natiirliche Liganden. 

T-Lymphozyten konnen ferner durch Zytokine, die z.B. von mono- 
nuklearen Zellen (PBMC) oder Gehirnzellen produziert werden, 
oder alternativ mit autokrin produzierten Zytokinen, z.B. In- 
terleukin 2, stimuliert oder aktiviert werden. Die Stimulierung 
wird auch in diesem Falle in der Regel uber spezifische Rezep- 
toren, die die Zytokine binden, auf den T-Lymphozyten vermit- 
telt. 

T-Lymphozyten konnen auch durch Lektine, z.B. Phytohaemaggluti- 
nin (PHA) oder Concanavalin A, stimuliert werden. Alternativ 
kann eine Stimulierung der T-Lymphozyten mittels chemischer 
Substanzen, wie Calcium- Ionophoren und chemischen Analoga da- 
von, oder durch allogene, natiirliche oder gentechnisch manipu- 
lierte und xenogene, vor allem gentechnisch manipulierte Tier- 
zellen erzielt werden. Im Beisein anderer mononuklearer Zellen 
kann dies zu einem sehr ahnlichen Effekt wie bei einer Zellsti- 
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mulierung mittels eines Antikorpers iiber das CD3-Protein fuh- 
ren. 

Es ist vorgesehen, dafi die Stimulierung der PBMC und/oder der 
T-Lymphozyten fur die erf indundgsgemafie Verwendung auch durch 
mehrere der vorstehend genannten Mafinahmen gleichzeitig oder 
nacheinander erfolgen kann. 

Es konnen auch nach Terminierung der Zellaktivierung und Expan- 
sion PBMC Populationen oder T-Zellsubpopulationen entfernt wer- 
den. In der Regel wird jedoch fur die Erzeugung der stimulier- 
ten oder aktivierten PBMC durch das "zweistuf ige Verfahren" mit 
vorgeschalteter Stimulierung von im wesentlichen nur des T- 
Lymphozytenanteils eine PBMC-Zellmischung eingesetzt, die neben 
den zu stimulierenden T-Lymphozyten auch andere mononukleare 
Zellen des peripheren Bluts (PBMC), z.B. B-Lymphozyten, Mono- 
zyten/Makrophagen, dendritische Zellen und NK-Zellen, enthalt, 
so dafi beide "Stufen" der Stimulierung in ein und derselben 
Zellkultur stattfinden. 

Es wird gleichfalls in Betracht gezogen, eine autologe oder al- 
logene T-Lymphozytenpopulation zunachst isoliert, wie vorste- 
hend erlautert, zu stimulieren und erst dann PBMC fUr eine Sti- 
mulierung der letzteren zuzusetzen. Alternativ konnen naive 
PBMC "einstufig" oder "zweistufig" stimulierten PBMC zugesetzt 
werden, wodurch diese naiven PBMC ihrerseits in einer weiteren 
Stufe stimuliert werden. Diese Varianten werden unter dem Be- 
griff "Kaskaden-Gedachtnispragung" oder "cascade priming" zu- 
sammengefafit und die daraus resultierenden Zellen als Kaskaden- 
gedachtnisgepragte Zellen oder "cascade primed" Zellen bezeich- 
net . 

FUr die primare, ein- oder zweistuf ige Stimulierung der T- 
Lymphozyten oder der PBMC konnen samtliche vorstehend erlauter- 
ten Stimulierungsmoglichkeiten eingesetzt werden. Beispielswei- 
se kann die Stimulierung der T-Lymphozyten allein oder im PBMC- 
Verband mittels CD3-Antik6rpern unter Zusatz von IL-2 erfolgen. 



BNSDOC1D- <WO 9950393A2 I > 



WO 99/50393 



11 



PCT/EP99/02225 



Nach einer Inkubationszeit fur die Primarstimulierung, die ub- 
licherweise geringer ist als jene fur eine ein- ocier zweistufi- 
ge Aktivierung, z.B. nur 3-10 h, beispielsweise 3-6 h, gegen- 
uber 2 - 20 h fiir die ein- oder zweistufige Aktivierung werden 
dann den stimulierten T-Lymphozyten bzw. PBMC naive, also 
nicht-stimulierte PBMC zugesetzt. Nach einer weitere Inkubati- 
onsdauer von 24 h bis maximal 10 Tagen, beispielsweise zwischen 
4 und 6 Tagen ist die Stimulierung auch der naiven PBMC er- 
folgt, so daft die Zellpraparation erf indungsgemafi eingesetzt 
werden kann. Wahrend dieser weiteren Inkubation erfolgt somit 
eine kontinuierliche Weiterstimulierung der bereits primar sti- 
mulierten Zellen, wahrend die neu hinzugef ugten naiven PBMC 
hauptsachlich Uber die in dem ersten Schritt primar stimulier- 
ten Zellen stimuliert werden. Das zahlenmaBige Verhaltnis der 
primar stimulierten Zellen zu den naiven PBMC betragt dabei in 
der Regel zwischen 1:1 und 1:10, kann aber in Einzelf alien auch 
darunter oder daruber liegen. Oblicherweise wird ein Verhaltnis 
von ungefahr 1:1 eingesetzt. 

Bei dieser Stimulierungsvariante wird davon ausgegangen, dafi 
bei Verwendung von PBMC fiir die primare Stimulation die Stimu- 
lierung der fiir den weiteren Inkubationsschritt zugesetzten 
naiven Zellen ganz uberwiegend uber die aktivierten APC in der 
primar stimulierten Zellpopulation erfolgt, d.h. hochspezif isch 
uber den T-Zell-Rezeptor der T-Lymphozyten (CD4-Helfer- und 
CD8-Killerzellen) in der naiven PBMC- Population . 

Wie nachfolgend naher erlautert werden wird, weisen die auf 
diese Weise durch "cascade priming" hergestellten Zellen eine 
deutlich gesteigerte Effektivitat bei der erf indungsgemafien 
Verwendung zur Behandlung von mit dem Gehirn assoziierten Er- 
krankungen, Storungen und Schadigungen auf . 

Dem Fachmann sind diverse Verfahren zur Stimulierung von PBMC 
und/oder T-Lymphozyten mittels der genannten Maftnahmen gelau- 

fig. 
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Die fur die Stimulierung eingesetzten PBMC stammen in der Regel 
von dem zu behandelnden Patienten, dem sie nach erfolgter Sti- 
mulierung und ggf. darauf folgender Expansion erneut verabreicht 
werden, 

Ohne dafi beabsichtigt ist, auf eine bestimmte Theorie zur Er- 
klarung der f eststellbaren Wirkungen derart aktivierter mononu- 
klearer Zellen festgelegt zu werden, werden zwei Wirkungsmecha- 
nismen hierfUr in Betracht gezogen. 

1) Der erste in Betracht gezogene Wir kungsmechani smus beruht 
auf der Hypo these, dali Lymphozyten, die aufgrund der von ihnen 
produzierten Zytokine auch mit dem ZNS kommunizieren, jedoch 
durch unerkannte Oder unterschatzte chronische Infektionen in 
ihrer Funktion oder Aktivitat u,a. hinsichtlich der Zytokinpro- 
duktion beeintrachtigt sein konnten, Uber die veranderte Zyto- 
kinproduktion Zellen des ZNS abtraglich beeinflussen konnten, 
die fur ihren Normalzustand auch von der normalen Zytokinpro- 
duktion bzw. der normalen Produktion bestimmter einzelner Zyto- 
kine durch diese Immunzellen abhangen. So wurden z.B. abnormale 
physiologische Konzentrationen des Zytokins Interleukin 2 wie- 
derholt mit der Manif estierung psychiatrischer Krankheiten in 
Verbindung gebracht. 

In diesem Zusammenhang kdnnten die durch die aktivierten T- 
Lymphozyten produzierten und ausgeschiedenen Zytokine die als 
Antigen-prasentierende Zellen (APC) bezeichneten Zelltypen der 
PBMC, namlich B- Lymphozyten, Monozyten und dendritische Zellen, 
befahigen, bakterielle und virale Proteine, die sich in diesen 
befinden, auf ihrer Oberflache filr T-Lymphozyten zu prasentie- 
ren und damit einer Immunreaktion zuganglich zu machen. Dies 
betrifft insbesondere bakterielle und virale Proteine, die Pro- 
dukte sogenannter "verschwiegener", insbesondere chronischer 
Infekte sind und normalerweise sich einer Presentation als An- 
tigene auf den APC. entziehen. Von zwei Viren, dem Epstein-Barr- 
Virus und dem Herpes simplex-Virus ist bekannt, dafl sie infi- 
zierte Zellen daran hindern konnen, virale Peptide zu prasen- 
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tieren. Die genannten Viren ermoglichen oder unterstUtzen dem- 
nach die Ausbildung derartiger "verschwiegener" Iiifekte. 

Als Beispiel fUr derartige "verschwiegene", insbesondere chro- 
nische Infektionen mit moglicher Auswirkung auf bestimmte der 
vorstehend genannten, mit dem Gehirn assoziierten Erkrankungen 
kann das Epstein-Barr-Virus mit moglichen Auswirkungen auf 
Schizophrenie genannt werden. Auch fur das Hepatitis C-Virus 
wird eine Rolle zumindest als Kofaktor bei Schizophrenie vermu- 
tet. 

Die aktivierten T-Lymphozyten stimulieren uber die von ihnen 
ausgeschiedenen Zytokine die APC innerhalb der PBMC des jewei- 
ligen Patienten, die von Pathogenen stammenden und normalerwei- 
se nicht prasentierten "Problemproteine" zu prozessieren, als 
Peptide an der Zelloberf lache zu prasentieren und einer Immun- 
reaktion zuganglich zu machen. In Zellkultur konnte nachgewie- 
sen werden, dafi dies zu einer Eliminierung infizierter Zellen 
in der Zellkultur fuhrt. Es wird vermutet, daft APC sowohl in 
der Zellkultur als auch in der Haut durch die Zellinj ektion - 
und hier vor allem dendritische Zellen - dazu stimuliert wer- 
den, "alles" an zurtickgehaltenen Peptiden zu prasentieren. 

Durch die erf indungsgemafie Verwendung der stimulierten PBMC 
kann auf diese Weise eine Verringerung der Belastung durch pa- 
thogene Faktoren erreicht werden, die insbesondere Uber die Be- 
eintrachtigung des Immunsys terns moglicherweise einen Einfluft 
auf die zu behandelnde Krankheit ausuben. 

Einen besonderen Vorteil stellt es dabei dar, dafi es nicht er- 
forderlich ist, dafi die pathogenen Faktoren bekannt sind. Ein 
weiterer Vorteil ist, daB eine vorab erfolgende Aktivierung von 
T-Lymphozyten beispielsweise uber CD3 die Spezifitat der T- 
Lymphozyten nicht prajudiziert . 

2) Der zweite mogliche Wirkungsmechanismus beruht auf der Hy- 
pothese, dafi durch die PBMC, also Zellen des Immunsystems, 
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Stoffe produziert und fur das ZNS bereitgestellt werden konn- 
ten, die filr dieses notwendig sind, jedoch aufgrund der Erkran- 
kung, Storung oder Schadigung durch die Zellen des ZNS nicht 
oder nicht in ausreichender Menge hergestellt werden kdnnen. 

Gemafl dieser Hypothese kennten die aktivierten PBMC schtitzende, 
ggf . im Gehirn nicht ausreichend vorliegende Stoffe produzie- 
ren, die dort zur Linderung der mit der jeweiligen Erkrankung 
verbundenen Symptome wirksam werden. Als Beispiele kbnnen hier 
Propiomelanocortin, BDNF ("brain-derived neurotrophic factor") 
und diverse Neurotrophic, z.B. Neurotrophin-3 (NT3) genannt 
werden. Wie nachgewiesen werden konnte, werden sowohl BDNF als 
auch NT 3 von Immunzellen aufgenommen, aber auch produziert. 

Die beiden letztgenannten Faktoren BDNF und NT 3 werden derzeit 
als wichtigste Schutz- und Entwicklungs faktoren fUr Neuronen 
anerkannt. Dieser Effekt kennte insbesondere fur die Wirksam- 
keit stimulierter PBMC bei der Behandlung von Gehirnentwick- 
lungsstbrungen in und nach der Embryonalzeit, wie z.B. beim 
Down-Syndrom, von Autismus, der von vielen Fachleuten als Ent- 
wicklungs stbrung angesehen wird, und von Patienten mit unfall- 
oder aufgrund anderer Ursachen geschadigten Gehirnen, z.B. von 
Patienten im chronischen Koma, von groBer Bedeutung sein. 

Nach einer Stimulierung produzieren neben den T-Lymphozyten 
auch alle anderen Zellarten der PBMC verschiedene Zytokine ge- 
maB einem fUr jeden Zelltyp besonderen Muster. So produzieren 
stimulierte T-Lymphozyten je nach Gruppenzugehorigkeit z.B. In- 
terleukin 2, Interleukin 12 und Interferon y, TNFp, aber auch 
Interleukin 3, 4, 5, 6, 10, TGFp und GM-CSF. TNFP wird vor al- 
lem von T-Lymphozyten des Helf er-l-Typs exprimiert, TGFp insbe- 
sondere von T-Lymphozyten vom Helf er-2-Typ . Stimulierte B- 
Lymphozyten produzieren vor allem Interleukin 4, Monozyten vor 
allem Interleukin 1. 
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Wird fur eine Aktivierung der PBMC auf eine vorab erfolgende 
Stimulierung im wesentlichen nur der T-Lymphozyteh zuriickge- 
griffen und stimuliert man diese auf eine der vorstehend erlau- 
terten Weisen aufier durch allogene oder xenogene Zellen, so 
enthalt diese Mischung APC, die nur "Problemproteine bzw. 
-peptide" des Patienten prasentieren, so dafi sich die Immunre- 
aktion der PBMC bereits in diesem Stadium gegen diese "Problem- 
proteine bzw. -peptide" richten kann. Dies beruht, wie bereits 
erlautert, darauf, dafi die in der Zellkultur fur die T-Zell- 
stimulierung in der Regel gleichzeitig anwesenden anderen PBMC- 
Zelltypen durch direkten Zellkontakt mit den T-Lymphozyten 
und/oder Zytokinproduktion durch die stimulierten T-Lymphozyten 
eine Stimulierung erfahren, die neben einer eigenen Zytokinant- 
wort auch die Presentation derartiger "Problemproteine bzw. 
-peptide" durch die anwesenden APC bewirken kann. 

Bei einer Verwendung allogener, also fremder Zellen fUr die 
Stimulierung der PBMC wird zwar eine tief greif ende Stimulierung 
erzielt, jedoch prasentieren die APC unter diesen Umstanden in 
der Regel vor allem allogene Proteine bzw. Peptide und nicht 
die Problemkeime bzw. die daraus produzierten Peptide, die in 
den Zellen des Patienten vorliegen und gegen die man eine Im- 
munantwort stimulieren mochte. 

Andererseits werden auch hier T-Lymphozyten aus der PBMC- 
Praparation des Patienten stimuliert und von den stimulierten 
T-Lymphozyten Zytokine produziert. Die stimulierten oder akti- 
vierten T-Lymphozyten aktivieren ihrerseits liber direkten Zell- 
kontakt und/oder produzierte und sezernierte Zytokine die ande- 
ren PBMC-Zelltypen aus der PBMC-Praparation des Patienten und 
fUhren so u.a. zu einer Presentation der in den Zellen des Pa- 
tienten vorliegenden "Problemproteine bzw. -peptide" durch APC 
gegenuber den T-Lymphozyten sowie weiteren Stimulierungen von 
Immunzellen. Daruberhinaus konnen auch weitere T-Lymphozyten 
uber eine direkte Aktivierung ihrer otf-T-Zellrezeptoren stimu- 
liert werden, indem sich an diese die genannten, von den APC 
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des Patienten im korrekten, d.h. autologen HLA- oder MHC- 
Kontext prasentierten "Problempeptide" des Patienten binden. 

Ein Zusatz von Interferonen und auch anderen Zytokinen zur 
Zellkultur fur die Stimulierung von T-Lymphozyten oder "aller" 
PBMC beeinflufit die Expansion und die Zusammensetzung der ent- 
stehenden Lymphozyten-Subpopulationen. U.U. werden auch antivi- 
rale Wirkungen derartiger Substanzen gegenuber in der Zellkul- 
tur - und bei dem zu behandelnden Patienten - vorhandenen vira- 
len Pathogenen genutzt. Vermutlich wirken Interleukin 2 und In- 
terferon y synergistisch auf die vermehrte Entstehung von T- 
Helfer (TH) 1-Zellen. Von Interferon a und Interferon p sind 
derzeit nur antivirale Effekte bekannt; auch Interferon y bie- 
tet sich wegen seiner zusatzlichen antiviralen Wirkung diesbe- 
zuglich an. 

Die Auswahl derartiger Zusatze wird in der Regel nach Vertrag- 
lichkeitskriterien, insbesondere bei Interferon y, und ggf . 
auch nach der Virusspezif itat des jeweiligen Interferons ge- 
troffen. Eine derartige gezielte Auswahl oder auch ein bewufiter 
vollstandiger Verzicht auf derartige Zusatze kann insbesondere 
bei der Behandlung von Patienten von Bedeutung sein, bei denen 
mehrere Krankheitsursachen zusammentref fen. Fur Interferon a 
wird eine Wirksamkeit gegen Epstein-Barr-Virus berichtet. Auch 
auf dieser Ebene kann somit eine bei einem Patienten vorhandene 
Infektion durch ein Virus, das mit der zu behandelnden Erkran- 
kung in Verbindung stehen konnte, wie dies z.B. ftir Epstein- 
Barr-Virus und Schizophrenie vermutet wird, berucksichtigt wer- 
den. 

Es ist gleichfalls eine Behandlung der genannten Zellkulturen 
mittels mehrerer Zytokine und der iait der Virusreplikation in- 
terferierenden Zytokine, den Interferonen, gleichzeitig oder 
zeitlich nacheinander erfolgend mbglich. Beispielsweise kann 
zur Erzeugung stimulierter T-Lymphozyten nach einer Inkubation 
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der stimulierten Zellen mit Interleukin-2 eine Behandlung der 
Zellen mit Interferon 7 oder Interferon a erfolgeri. 

Wie bereits angesprochen, weisen die gemaJi einer speziellen 
Aus fuhrungs form der Erfindung mittels des "cascade priming"- 
Verfahrens stimulierten PBMC gegenuber den "ein- und 
"zweistufig" stimulierten Zellen eine deutlich gesteigerte 
Wirksamkeit bei der erf indungsgemafien Verwendung zur Behandlung 
von mit dem Gehirn assoziierten Erkrankungen, Storungen und 
Schadigungen auf. Bei der Erklarung dieses Phanomens wird u.a. 
davon ausgegangen, dafi bei Verwendung von PBMC fur die primare 
Stimulierung die Stimulierung der fur den weiteren Inkubations- 
schritt zugesetzten naiven Zellen ganz uberwiegend uber die ak- 
tivierten APC in der primar stimulierten Zellpopulation er- 
folgt, d.h. hochspezifisch uber den T-Zell-Rezeptor der T- 
Lymphozyten <CD4-Helfer- und CD8-Killerzellen) in der naiven 
PBMC-Population. Je nach Vorbehandlung zur primaren Stimulie- 
rung der Ausgangs zellpopulation kdnnen den in dem weiteren 
Schritt mit der naiven PBMC-Population zugesetzten T-Zellen so- 
mit von den primar stimulierten APC unterschiedliche Peptide 
prasentiert werden. 

Eine Hypothese zur Erklarung der deutlich erhohten Wirksamkeit 
von "cascade primed" Zellen beruht darauf, dafi die aus dem 
"cascade priming" resultierende Zellpopulation neben spezifisch 
angereicherten aktivierten Lymphozyten (B- und T-Zellen, ver- 
mutlich auch NK-Zellen des a/p- oder y/8-Rezeptortyps) uberwie- 
gend aus Gedachtnis zellen, und zwar vor allem aus T-Gedacht- 
niszellen besteht. Die immunologischen und therapeutischen Vor- 
teile von Gedachtniszellen sind bekanntermafcen ihre Fein- 
Spezifitat und beschleunigte Reaktivierung . Diese Gedachtnis- 
zellen benotigen folglich nur eine Minimalstimulierung zur Ent- 
faltung ihrer vollen Aktivitat. Es wird vermutet, dafi "cascade 
primed" Zellen mit intrazellularen Mikroorganismen infizierte 
Zellen besonders effizient erkennen und "behandeln", d.h. pa- 
thogenfrei machen konnen. 
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Stimulierte T-Lymphozyten oder PBMC konnen beispielsweise in 
einer Dosismenge von 0,5-30 x 10* stimulierten Zeilen pro In- 
jektion eingesetzt werden. Die Menge injizxerter Zeilen kann xn 
Abhangigkeit vom Lebensalter, K5rpergewicht und/oder von moglx- 
chen Nebenerkrankungen des Patienten angepafit werden. Es xst 
maglich, die injizierte Zellmenge mit zunehmender Behandlungs- 
dauer zu erhohen oder ggf . auch zu senken. In der Kegel Ixegt 
die zellmenge pro Injektion unter 30 x 10« aktivierten PBMC. 
Bevorzugt ist derzeit die Verabreichung von Mengen von 
10-20 x 10* Zeilen pro Injektion an erwachsene Patienten und xm 
Fal le von ubergewichtigen Patienten von 20-25 x 10* Zeilen pro 
injektion. Oberhalb einer Konzentration von 50 x 10< aktivier- 
ten PBMC ist mit Uberaus unangenehmen Nebenwirkungen zu rech 
nen, die vor allem durch CD4-Lymphozyten, die viele physxolo- 
gisch hochaktive Verbindungen sezernieren kbnnen, hervorgeruf en 
werden . 

Aufgrund ihrer deutlich hSheren Aktivitat werden von den spezi- 
ellen "cascade primed" Zeilen in der Kegel nur 1/5 bis 1/10 der 
ansonsten therapeutisch eingesetzten Zellmenge, also zwischen 
ungefahr 1 und 6 x 10 s Zeilen eingesetzt. 

Die injektionen konnen in unter schiedlichen Zeitabstanden, wie 
wachentlich, .11. drei bis vier Wochen oder mit noch langeren 
Zeitabstanden, verabreicht werden. Die Haufigkeit der In^ektxo- 
nen kann mit zunehmender Dauer der Behandlung erhoht oder ver- 
ringert werden. 

Nach der Injektion von aktivierten Zeilen kOnnen diese im Pati- 
enten mit sehr geringen Mengen von Zytokinen, vorzugswexse IL- 
2, reaktiviert werden. Bei IL-2 konnen sogar 10000 I-E, meist 
25000-50000 (bis 150000) I-E ausreichen, urn nach 24 bis 48 h, 
aber auch nach einigen Tagen die injizierten Zeilen wieder zu 
reaktivieren. Die Zytokine werden vorzugsweise intradermal oder 
intramuskular und in der Regel in einer Dosis verabreicht, kon- 
nen aber auch intravenos verabreicht werden. 
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Die Injektionen werden beispielsweise intradermal - in den Arm 
verabreicht. Ein Teil der Injektion kann dabei alternativ in 
den Muskel infiltriert werden. Es ist jedoch gleichfalls mog- 
lich, die Injektionen an anderen Kdrperstellen intradermal 
und/oder intramuskular zu verabreichen. 

In einzelnen Fallen erlebten Patienten, denen ^cascade primed" 
Zellen verabreicht wurden, kurze Zeit nach der Verabreichung 
eine kurzzeitige melancholische Episode/ die jedoch nicht als 
sehr belastend empfunden wurde und rasch verging. Zur Linderung 
oder Vermeidung derartiger Episoden konnen in einer bevorzugten 
AusfUhrungsform der Erfindung in Zusammenhang mit der Verabrei- 
chung von „cascade primed" Zellen zusatzlich CD3-stimulierte 
Zellen verabreicht werden. Diese werden bevorzugt in eine ande- 
re Korperstelle als die ^cascade primed" Zellen verabreicht. 
Eine Verabreichung von 10 bis 30 Millionen, bevorzugt 15 bis 25 
Millionen CD3-stimulierten Zellen lieferte bislang gute Ergeb- 
nisse. Wie bei derartigen Zellen ublich, erfolgt die Verabrei- 
chung bevorzugt Uber eine intrakutane und/oder intramuskulare 
Injektion, z.B. zu 2/3 intrakutan und zu 1/3 intramuskular. 

Die Behandlung der genannten Erkrankungen, Storungen oder Scha- 
digungen durch die erf indungsgemafie Verwendung von aktivierten 
PBMC kann auch zusatzlich zu andersartiger, medikamentoser The- 
rapie erfolgen. 

So konnen aktivierte PBMC zur Behandlung von manisch-depressi- 
ver Krankheit zusatzlich zu ublichen Antidepressiva, wie Lithi- 
umpraparaten, Melperon und/oder Chloprothixeh, verabreicht wer- 
den. Zur Behandlung von Schizophrenie konnen erf indungsgemafi 
aktivierte PBMC zusatzlich zu einer fur die Behandlung von 
Schizophrenie Ublichen Medikamententherapie, z.B. mit Clozapin 
oder Fluphenazindecanoat, und zur Behandlung von Parkinson- 
Syndrom zusatzlich zu einer fur die Behandlung von Parkinson- 
Syndrom ublichen Medikamententherapie, wie mittels DOPA, Bro- 
mocriptin u.s.w, eingesetzt werden. 
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Zur Verringerung insbesondere bakterieller Titer kann gleich- 
zeitig auch eine Antibiotikatherapie durchgefuhrt werden. Hier- 
bei konnen ubliche Antibiotika eingesetzt werden, die ggf . auf- 
grund spezifischer Wirksamkeit gegen best innate bakterielle Er- 
reger ausgewahlt werden. Ein Beispiel hierfiir ist Azithromycin, 
das Wirksamkeit insbesondere gegen Infektionen durch Chlamydien 
aufweist . 

Wie bereits angesprochen, wird ein zusatzlicher Einsatz alloge- 
ner transplantierter Zellen, z.B. f Staler Neurozyten, wie sie 
fttr eine "vital cell transplant therapy" eingesetzt werden, als 
nicht notwendig angesehen und daher grundsatzlich nicht in Be- 
tracht gezogen. Jedoch soli nicht ausgeschlossen werden, in 
Einzelf alien, z.B. in Zusammenhang mit auf spezielle Weise sti- 
mulierten PBMC, und insbesondere den sogenannten "cascade pri- 
med" PBMC, derartige allogene Zellen als Transplantat zusatz- 

lich zu den auf diese spezielle Weise stimulierten PBMC einem 

Patienten zu verabreichen. 

Die beigefugte Figur 1 zeigt schematisch die Korrelation be- 
stimmter Aktivitaten eines an manisch-depressiver Krankheit 
leidenden Patienten mit der Anzahl von Injektionen aktivierter 
PBMC (vgl. Beispiel 2.1)- Vor Beginn der Behandlung war der 
bettlagerige Patient unfahig, ohne fremde Hilfe zu laufen. Nach 
einigen Injektionen kam der Patient selbstandig aus der Toilet- 
te zuruck, ging spater selbstandig in die Kuche und zuruck und 
erweiterte schrittweise seinen Aktivitatsradius . Parallel hier- 
zu wurde ein zunehmendes Interesse an sozialen Kontakten fest- 
-gestellt. 

BEISPIELE 

1. Verfahren zur PBMC-Isolierung und -Stimulierung 

Mononukleare Zellen des peripheren Bluts (PBMC) wurden aus he- 
par inisierten Blutproben (50 Einheiten Heparin novo/ml Blut; 
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Heparin novo: NOVO NORDISK, Mainz, DE) Oder aus def ibriniertem 
Blut Uber einen Ficoll-Hypaque-Gradienten (Pharmacia, Freiburg, 
DE) aufgereinigt, nachdem sie im Verhaltnis 1:1 mit pyrogen- 
freier phosphatgepuf f erter physiologischer Kochsalzlosung (PBS) 
oder mit NaHC0 3 gepuffertem RPMI-1640-Medium verdunnt worden 
waren. Die Zellen wurden in einer befeuchteten Inkubationsvor- 
richtung unter Einsatz optimaler Kulturbedingungen fur humane 
Lymphozytenzellkulturen (Wank, R. , Tissue Antigens 1982: 19, 
329-339) inkubiert. Kurz zusammengef afit wurden die Zellen bei 
38,5°C unter Einsatz von 6,5% C0 2 entweder mit allogenen Zellen 
oder auf mit anti-CD3-Antikorpern beschichteten Costar- 
Mikrotiterplatten mit 24 Vertiefungen inkubiert. Die PBMC wur- 
den auf drei Weisen stimuliert: mit allogenen Zellen (1.1.), 
mit anti-CD3-Antikdrpern (1.2.) sowie mit anti-CD3-Antikorpern 
unter Zusatz von IFNa oder IFNy (1.3), und mit IL-2 expandiert . 

1.1. Stimulierung mit allogenen PBMC 

PBMC des Patienten wurden mit bestrahlten allogenen Zellen 
(s.u.) im Verhaltnis 1:1 unter Verwendung von 2 x 10 6 Zellen/ml 
in mit NaHC0 3 gepuffertem RPMI-1640-Kulturmedium, erganzt mit 
10% fotalem Kalberserum (FCS; Hyclone) , stimuliert. Die alloak- 
tivierten Zellen des Patienten wurden nach 5 Tagen mit 20 I.E. 
Interleukin 2 (Proleukin, Euro-Cetus, Ratingen, DE) pro ml Kul- 
turmedium 48 h lang expandiert. Die Zellen wurden geerntet, 
dreimal mit PBS gewaschen und in einer Konzentration von 10 x 
10 6 Zellen/ml verwendet oder fur eine spatere Verwendung einge- 
froren aufbewahrt. Verfahren fur eine derartige Aufbewahrung 
("Cryopreservation") sind beispielsweise beschrieben in Schen- 
del, D.J., Maget, B., Falk, S.C., und Wank, R. , Human CD8+ T 
lymphocytes, in: Immunology Methods Manual, Academic Press 
Ltd., 1997, Hrsg. Rammensee, 9.8: 669-690. Kurz zusammengef afit , 
wurde auf 4°C gekUhltes DMSO dem vorstehend beschriebenen Kul- 
turmedium, das mit 50% FCS (Hyclone) supplementiert war, bis zu 
einer Endkonzentration von 10% zugesetzt. Die Proben wurden in 
einer Tief kuhltruhe (Revco) bei -80°C eingefroren und in der 
Gasphase eines Tanks mit flussigem Stickstoff aufbewahrt. 
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Allogene PBMC wurden vor der Verwendung zur Stimulierung von 
PBMC eines Patienten mit 20 Sievert (Sv) unter Einsatz einer 
Caesium-Quelle mit einer Rate von 1 Sv/min bestrahlt. Allogene 
Spender und Patienten wurden vorher serologisch auf Antikorper 
gegen HIV, Hepatitis A, B, C, CMV, EBV, HSV 1 und 2, HHV 6, 
Chlamydia pneumoniae, psittaci, trachomatis, toxoplasmosis und 
Antikorper gegen Cardiolipin getestet. Spenderzellen wurden in 
der Gasphase uber flussigem Stickstoff 6 Monate gefroren gela- 
gert ("Cryopreservation") und nur nach einem zweiten negativen 
Test auf Antikorper gegen HIV, CMV und Hepatitisviren verwen- 
det. 

Allogen stimulierte PBMC wurden in den Patientenstudien 2.1 und 
2.4, hier nur zu Anfang, eingesetzt. 

1.2. Stimulierung mit immobilisierten monoklonalen anti-CD3- 
Antikorpern und Expansion mit Interleukin 2 

PBMC von Patienten wurden mit immobilisierten anti-CD3-Anti- 
korpern (Orthoclone OKT 3, Cilag, Sulzbach/Taunus, DE) stimu- 
liert und Interleukin 2 frtihestens nach 2 h, spatestens nach 
20 h, in der Regel nach 18 h zugegeben, eventuell auch Inter- 
feron (IFN) zugesetzt. Die Zellen wurden in vitro vier Tage ak- 
tiviert und anschliefiend unter Zusatz von Interleukin 2 drei 
Tage expandiert. 

Die Immobilisierung der monoklonalen Antikorper erfolgte, wie 
folgt: 1 ug OKT 3-Antikorper/ml wurde in 0,05 M Boratpuffer 
suspendiert, der mit 1 N NaOH auf pH 8,6 eingestellt wurde. Das 
Gemisch wurde in 0,1 ml Aliquots/Vertief ung auf Costar-Mikro- 
titerplatten mit 24 Vertiefungen verteilt. Die mit Antikorper 
beschichteten Platten wurden bei 4°C aufbewahrt und zweimal mit 
2 ml mit Phosphat gepufferter physiologischer Kochsalzl6sung 
vor der Inkubation mit PBMC gewaschen. Die PBMC wurden vier Ta- 
ge in einer befeuchteten Inkubationsvorrichtung unter Einsatz 
der in (1.) beschriebenen Bedingungen in einer Konzentration 
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von 1 x 10 6 /ml inkubiert und mit 20 I.E. Interleukin 2/ml (Pro- 
leukin, EuroCetus, Ratingen, DE) supplementiert . Die Zellen 
wurden nach dem Ernten dreimal gewaschen. 

Die CD3-Stimulierung kann auch in Kulturf laschen erfolgen. Es 
mussen 20 x 10 6 Zellen pro Kulturf lasche in einem Volumen von 
12 ml verteilt werden, wobei die Interleukin 2-Konzentration 
hier auf 27 I.E. /ml eingestellt wird. Die Expansion nach der 
jeweiligen Stimulierung in Kulturplatten oder Kulturf laschen 
ist methodisch gleich: 

Nach dem Ernten, dreimaligem Waschen und Zahlen werden die Zel- 
len in frischem Kulturmedium resuspendiert und in Kulturf la- 
schen (Konzentration 7 x 10 6 in 25 ml Kulturmedium) unter Zu- 
satz von 20 I.E. Interleukin 2 72 h amplif iziert . 

1.3. Stimulierung mit anti-CD3-Antikorpern, Expansion mit IL-2 
und Supplementierung mit Interferon y ( IFNy) oder Inter- 
feron a ( IFN a) 

PBMC von Patienten wurden mit immobilisierten anti-CD3- 
Antikorpern stimuliert und mit Interleukin 2 expandiert, wie in 
1.2. beschrieben. 5 ng IFN y /ml (Polyferon, Rentschler, Laup- 
heim, DE) wurden nach 18 h zugesetzt, urn die Immunantwort in 
Richtung eines Th-Typs zu beeinf lussen. IFN a wurde den stimu- 
lierten Zellkulturen in einer Konzentration von 600 I.E. /ml in 
separaten Kulturen zugeetzt. 

1.4. Herstellung von "cascade primed" Zellen 

PBMC wurden gemafi den vorstehend unter 1.2. oder 1.3. angegebe- 
nen Verfahren fur 3-6 h primar stimuliert. Daraufhin wurden 
naive PBMC im Verhaltnis 1:1 in dem in Zusammenhang mit der 
Primarstimulierung zuletzt verwendeten Kulturmedium, z.B. RPMI- 
1640 einschlieBlich 10% Hyclone FCS, zugesetzt und die Inkuba- 
tion far 4-5 Tage fortgesetzt. 
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1.5. Aufbewahrung in gefrorenem Zustand ("Cryopreservation") 
und Auftauen stimulierter Lymphozyten : 

Alle Zellen wurden geerntet und gefroren in Aliquots von 5 x, 
10 x und 20 x 10 6 Zellen unter Verwendung von RPMI-1640-Medium, 
supplementiert mit 10 - 50% fotalem Kalberserum (Hyclone) , und 
mit 10% DMSO versetzt aufbewahrt. Die Einzelheiten der Aufbe- 
wahrung und des Auftauens sind erlautert in Wank, R., Tissue 
Antigens 1982: 19, 329-339, und in Schendel, D.J., Maget, B., 
Falk, S.C., und Wank, R. , Human CD8 + T lymphocytes, in: Immuno- 
logy Methods Manual, Academic Press Ltd., 1997, Hrsg. Rammen- 
see, 9.8: 669-690. 

Die bei den nachf olgenden Patientenstudien angegebenen Zellzah- 
len sind mit einer Genauigkeit von ± 20% angegeben. Wenn man 
eine bestimmte Zellzahl kryopraserviert, schwankt die nach dem 
Auftauen rtickgewinnbare Zellzahl. 

2 . Patientenstudien 

Die Studien wurden an vier Patienten vorgenommen, die samtlich 
uber mindestens die letzten fiinf Jahre vor Beginn der Studie an 
einer chronischen Geisteskrankheit litten. Die Diagnose jedes 
Patienten wurde mindestens einmal in einer psychiatrischen Kli- 
nik eines Universitatskrankenhauses bestatigt. Die Patienten 
mit manisch-depressiver Krankheit, Schizophrenie und Autismus 
wurden geraafl den DMS-IIIR-Kriterien diagnostiziert . 

Bei samtlichen Patienten wurde die verordnete psychiatrische 
Medikamentierung nicht verandert, es sei denn, der verantwort- 
liche Psychiater schlug eine Anderung vor oder stimmte einer 
solchen zu. Im Prinzip wurde der Behandlung mit aktivierten 
PBMC die Rolle einer adjuvanten Therapie zugewiesen. 

2.1. Behandlung eines Patienten mit manisch-depressiver 
Krankheit 
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Der erste Patient war zu Beginn der adoptiven Immuntherapie im 
Jahre 1992 71 Jahre alt. Eine manische Depression ;wurde 1955 
diagnostiziert und mit gewissem Erfolg mit Lithiumpraparaten, 
Anafranil und Clomipramin behandelt. In 1987 wurde der Patient 
aufgrund von Symptomen einer Lithium-Vergif tung in ein Kranken- 
haus eingewiesen. 1990 konnte der Patient Orte in seiner Hei- 
matstadt, die ihm wohlbekannt waren, nicht mehr erkennen, sich 
nicht an Namen erinnern und hatte zunehmende Schwierigkeiten, 
seinen Namen zu schreiben. Sein Gleichgewichtssinn war tief- 
greifend gestdrt. Der Verdacht auf einen Infarkt im Bereich der 
Basalganglien konnte durch eine Computertomographie des Gehirns 
nicht bestatigt werden. Die Enddiagnose einer Untersuchung in 
einer neurologischen Abteilung eines Krankenhauses in 1990 lau- 
tete auf eine manisch-depressive Krankheit, jetzt mit vorherr- 
schender schwerer Depression, Hypertonie und Ischamie der rech- 
ten Arteria cerebri posterior, Multiinf arktdemenz, kompensier- 
tes Nierenversagen, Glaukome an beiden Augen, Basaliom im Be- 
reich des Thorax und Parkinson-Syndrom mit Schwerpunkt auf der 
linken Seite mit Tremor im Ruhezustand und Rigor. Es wurde an- 
genommen, dafi das Parkinson-Syndrom arzneimittelinduziert war. 
Die Lithiumtherapie wurde auch aufgrund einer persistierenden 
Beeintrachtigung der Harnkonzentration abgebrochen. Der Patient 
erhielt nachfolgend Melperon und Chloprothixen bis zu seinem 
Tod in 1993. 

Familiengeschichte: Die Mutter und zwei der vier Geschwister 
des Patienten waren mehrfach in psychiatrischer Behandlung. 

Behandlung des Patienten: Der Patient erhielt 33 Injektionen 
von allogen stimulierten Zellen (siehe 1.1) innerhalb von 51 
Wochen, wobei Injektionen in den Monaten 1 bis 9 im wesentli- 
chen wochentlich verabreicht wurden (siehe Fig. 1) . Einige Male 
wurden die Zeitabstande zwischen zwei auf einanderf olgenden In- 
jektionen aufgrund eines Aufenthaltes des Patienten in einem 
Pflegeheim auf zwei Wochen und einmal auf drei Wochen erhoht. 
Die Injektionen umfafiten jeweils 20 x 10 6 allogen aktivierte 
PMBC, die intradermal in drei Portionen an drei unterschiedli- 
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chen Stellen des Unterarms verabreicht wurden; etne Halfte der 
dritten Teilinjektion wurden in den Muskel infiltriert. Bei un- 
klaren Beschwerden, die in dem Zeitraum von 2-6 Tagen nach der 
injektion auftraten, wurde vorsichtshalber bei der darauffol- 
genden Zellbehandlung die Dosis auf 10 x 10 s Zellen reduziert. 
Nach der funfzehnten Injektion vmrde die Dosierung beider an- 
tipsychotischer Arzneimittel Melperon-HCl und Chlorprothixen um 
die Halfte reduziert. 

Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse bei dem ersten Patien- 
ten: 

Die manisch-depressive Erkrankung wurde bei diesem Patienten im 
Alter von 37 Jahren diagnostiziert und mehrere Jahrzehnte lang 
erfolgreich mit mehreren Antidepressiva, einschlieBlich Lithi- 
um, behandelt. In den letzten Jahren muflte diese Therapie abge- 
setzt werden, da der Patient auf diese Therapie nicht mehr sehr 
gut ansprach und Nierenprobleme entwickelte. 

Zu Beginn der adoptiven Immuntherapie war der Patient bettlage- 
rig. FUr die Einnahme der Mahlzeiten mufite er mit einem Roll- 
stuhl zum Tisch gefahren werden. Das arzneimittelinduzierte 
Parkinson-syndrom trug sicherlich zu diesem Zustand bei, jedoch 
befand sich der Patient gleichfalls in einem Zustand schwerer 
Depression. Im Verlauf der adoptiven Immuntherapie konnte eine 
stetige Zunahme des Selbstvertrauens beobachtet werden, die zu 
einem erhohten Aktionsbereich ftihrte (Fig. D - Dies war zu ei- 
nem spateren Zeitpunkt unabhangig von der Mbglichkeit, sich 
diesen Raum zu Fufi zu erschliefien, d.h. der Patient nahm Einla- 
dungen an und akzeptierte AusflUge mit dem Auto. Bereits nach 
der ersten Injektion konnten Veranderungen im Sozialverhalten 
des Patienten festgestellt werden. Im Gegensatz zu dem zumeist 
desinteressierten oder negativen Verhalten des Patienten vor 
Beginn der Immuntherapie zeigte dieser nun Anerkennung fur die 
PflegebemUhungen seiner Frau und war besorgt uber ihr anstren- 
gendes Leben. Diese positive emotionale Entwicklung wie auch 
eine Verbesserung der physischen Leistungsf ahigkeit hielten an. 
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Das wahrscheinlich arzneimittelinduzierte Parkinson-Syndrom 
verhinderte sicherlich Unternehmungen, die einen guten physi- 
schen Zustand erforderten. Jedoch begann der Patient selbstta- 
tig zur Toilette und spater zum Garten zu gehen und von diesen 
zuriickzukehren. Er entwickelte ein Interesse an Ausflugen mit 
dem Auto und fand Gefallen daran, in der Kirche wahrend der 
Hochzeit seiner Tochter anwesend zu sein, obwohl er in einem 
Rollstuhl transportiert werden mufite. Er uberraschte seine Frau 
immer wieder mit neuen Initiativen, wie dem Inkontakttreten mit 
Verwandten oder mit Gehen ohne Hilfe. 

Bedauerlicherweise verstarb der Patient nach der angegebenen 
Therapie in einem Pflegeheim aus Griinden, die zu der Immunthe- 
rapie nicht in Beziehung standen. 

2.2. Behandlung eines an Autismus leidenden Patienten 

Der zweite Patient war zu Beginn der adoptiven Immuntherapie im 
Jahre 1993 9 Jahre alt. Autismus wurde im Alter von 2 8 Monaten 
diagnostiziert (ICD 290) . Wie tlblich wurden keine Anzeichen ei- 
ner abnormalen Entwicklung bei der Geburt und innerhalb der er- 
sten zwei Lebensjahre f estgestellt . Innerhalb der letzten ftinf 
Jahre vor Beginn der Immuntherapie war keine bestimmte Arznei- 
mitteltherapie verabreicht worden. Der Patient wurde von seiner 
Mutter auf einer weizenfreien Diat gehalten und besuchte eine 
Sonderschule . 

Familiengeschichte : Von Seiten der Mutter waren keine Familien- 
mitglieder mit psychischen Problemen bekannt. Die Familienge- 
schichte des Vaters war nicht ermittelbar. 

Behandlung des Patienten: Der Patient erhielt insgesamt 29 In- 
jektionen mit CD3-aktivierten Lymphozyten von November 1993 bis 
November 1996. Die Behandlungen erfolgten in der Regel alle 
drei bis vier Wochen, wobei in Einzelfallen der Zeitabstand 
zwischen zwei auf einanderf olgenden Injektionen auch bis zu zwei 
Monate betragen konnte. In 1996 wurden die Zeitabstande zwi- 
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schen auf einanderfolgenden Injektionen auf ca. 2 Monate erhoht. 
Die injizierte Zellzahl betrug in 1993 und 1994 jeweils 1,5 x 
10 6 , bei der zweiten Injektion in einem Einzelfall 3 x 10 6 akti- 
vierte Zellen, und wurde schrittweise in 1995 auf 5 x 10 6 akti- 
vierte Zellen und in 1996 auf 8 x 10 6 aktivierte Zellen pro In- 
jektion erhoht. Die Injektionen erfolgten in den Arm. 

Erganzende Laboruntersuchungen an dem zweiten Patienten: 

Es wurde ein Antikorper-Screening auf Antikorper gegen Viren 
und gegen Chlamydien ausgefuhrt. Eine serologische Analyse 
zeigte, dafi der Patient Antikorpertiter weder gegen das Hepati- 
tisvirus A, B Oder C noch gegen CMV auf wies . Er hatte niedrige 
IgG-Antikdrpertiter gegen HSV (0,5 Einhe it en/ml) und HHV6 
(1:32). Die EBV-Serologie ergab IgG-Antikorper gegen EBV-VCA 
(EBV virales Capsidantigen; 1:64), EA (EBV-Frtthantigen; 1:8) 
und EBNA (Epstein-Barr nukleares Antigen) . Es konnten keine 
IgM-Antikorper gegen EBV-VCA nachgewiesen werden, so daB eine 
frische EBV-Injektion ausgeschlossen werden konnte . Der Patient 
zeigte substanziell erhehte IgG-Antikorpertiter gegen Chlamydia 
pneumoniae (1:256), aber nicht gegen Chlamydia trachomatis. Ei- 
ne Analyse der Antikorper der Mutter gegen Chlamydien ergab 
IgG-Antikorper gegen Chlamydia pneumoniae (1:256) und Chlamydia 
trachomatis (1:64) . 

Die adoptive Immuntherapie muBte einmal fur eine langere Zeit- 
dauer aufgrund einer Grippeerkrankung oder grippeahnlichen In- 
fektion unterbrochen werden. Die grippeahnliche Infektion konn- 
te durch die chronische Infektion mit Chlamydia pneumoniae her- 
vorgerufen worden sein. 

Zusammenf assung der erzielten Ergebnisse bei dem zweiten Pati- 
enten: 

Der Patient war aggressiv und hatte typische Wutanfalle bei den 
ersten drei Begegnungen. Wahrend der ersten Blutabnahme und der 
ersten Injektion mufite der Patient von mehreren Personen fest- 
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gehalten werden. Dies anderte sich im Laufe weiterer Injektio- 
nen und der Patient erinnerte sogar seine Mutter daran, weitere 
Behandlungstermine wahrzunehmen . 

Die Mutter berichtete, dafi der Patient bereits nach der ersten 
Injektion begann, die Worte "ich" und "mir" haufiger zu verwen- 
den und uber sich nicht mehr als dritte Person sprach. Sie wie 
auch Nachbarn des Patienten stellten eine verbesserte Artikula- 
tion des Patienten fest. Die Verbesserung der Artikulation nahm 
zwar nach drei Wochen ab, jedoch blieb der Zustand besser als 
vor der Therapie. Im Laufe der Therapie begann der Patient, das 
erste Mai emotionale Anteilnahme an der Bef indlichkeit seiner 
Mutter zu zeigen. Zusatzlich nahm die Kontaktf ahigkeit gegen- 
uber dritten Personen z.B. wahrend der Behandlungstermine oder 
mit seinen Schulkameraden zu. Die Schullehrer stellten bemer- 
kenswerte Fortschritte der Lernf ahigkeit und der Fahigkeit, 
sich auf eine Aufgabe zu konzentrieren, fest. 

6 Monate nach der letzten Injektion wurde von der Mutter des 
Patienten berichtet, dafc die positive Entwicklung des Patienten 
sich fortgesetzt habe. Bemerkenswert sei insbesondere das gute 
Verhaltnis zu den Schulkameraden, die keine plotzlichen Angrif- 
fe des Patienten mehr befurchten muBten, und auch die schuli- 
schen Leistungen seien zuf riedenstellend. 

2.3 Behandlung eines an paranoider Schizophrenie leidenden 
Patienten 

Der dritte, weibliche Patient war zu Beginn der adoptiven Im- 
muntherapie im Jahre 1996 23 Jahre alt. Paranoide Schizophrenie 
mit akustischen Halluzinationen wurde 1993 durch einen Psycho- 
logen und einen Psychiater diagnostiziert und 1995 in der 
psychiatrischen Klinik eines Universitatskrankenhauses besta- 
tigt (ICD9 Nr. 295.3) . 

Die Patientin litt unter akustischen Halluzinationen mit einem 
f ortlauf enden Kommentar durch einen der Elternteile oder den 
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Psychologen, der samtliche Aktionen der Patientin in Frage 
stellte. Die Patientin war unfahig, sich auf irgenjdeine Aufgabe 
zu konzentrieren, was zum Abbruch des Studiums geftihrt hatte. 
Dartiberhinaus traten Wutanfalle auf. Die Patientin f Unite sich 
zusatzlich durch eine tiefe Mudigkeit beeintrachtigt, zeigte 
kaum eine spontane Bewegung und die Stimme erschien monoton. 

Eine Behandlung mit 250 mg Clozapin/Tag, unterstUtzt von kogni- 
tivem Training und Beschaf tigungstherapie, verbesserte die 
Angst zustande und kognitiven Fahigkeiten. Die Wutanfalle ver- 
schwanden. Die akustischen Halluzinationen blieben bestehen, 
waren jedoch seltener und schwacher. 

Familiengeschichte: Grofieltern und Eltern schienen gesund zu 
sein, obwohl die Mutter einmal aufgrund einer depressiven Sto- 
rung behandelt worden war, die jedoch bereits seit einiger Zeit 
keine medikamentose Behandlung mehr erforderte. 

Behandlung der Patientin: Die Patientin erhielt insgesamt 32 
Injektionen mit CD3-aktivierten Lymphozyten von Dezember 1995 
bis Januar 1997. Zu Beginn wurden ungefahr 10 x 10 6 aktivierte 
Zellen alle 14 Tage injiziert. Nach drei Monaten wurde die In- 
jektionshauf igkeit auf einmal wochentlich und die Zelldosis auf 
15 x 10 6 Zellen erhoht. Nach einem Jahr wurden die Injektionen 
mit jeweils 10-12 x 10 6 Zellen einer Kombination aus CD3- 
aktivierten Zellen mit und ohne IFNy-Kulturzusatz fortgesetzt. 

Erganzende Laboruntersuchungen an der dritten Patientin: 

Die Laboruntersuchungen ergaben normalen Thyroid-, Vitamin B12- 
und Folsauremetabolismus wie auch ein normales EKG und Schadel- 
MRT. GeringfUgige Abweichungen im EEG waren hochstwahrschein- 
lich arzneimittelinduziert . 

Es wurden positive Antikorper-IgG-Titer gegen EBV, CMV, HHV6 
und HSV, jedoch keine gegen Hepatitisvirus A, B oder C festge- 
stellt. Die serologische Untersuchung auf Chlamydien zeigte ei- 
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ne positive Komplementbindungsreaktion, jedoch negative IgA- 
und IgG-Titer. In der nachfolgend gezeigten Tabelle sind nur 
Chlamydien- und EBV-Antikorpertiter gezeigt. Da die Patientin 
im Laufe der Jahre Kontakt zu vielen verschiedenen Haustieren 
gehabt hatte, war es uberraschend, dafi dies sich nicht in posi- 
tiven Antikarpertitern gegen Chlamydien Oder Toxoplasma nieder- 
schlug. Aufgrund dessen, der positiven Komplementbindungsreak- 
tion und eines chronischen, geringgradigen Vaginalausf lusses 
seit der Kindheit wurde ein PCR-Screening durch einen Gynakolo- 
gen trotz negativer Immunf luoreszenzanf arbung veranlalit. Die 
PCR-Reaktion zeigte eine fur Chlamydia trachomatis spezifische 
positive Reaktion. Dies erklart die positive Komplementbin- 
dungsreaktion gegenuber chlamydienantigenen und zeigt eine per- 
sistierende Chlamydieninf ektion in Verbindung mit einem Fehlen 
einer signif ikanten Antikbrperantwort an. 

Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse bei der dritten Pati- 
entin: 

Wie bereits erlautert, litt die Patientin zu Beginn der Behand- 
lung unter akustischen Halluzinationen, Unfahigkeit, sich auf 
irgendeine Aufgabe zu konzentrieren, Wutanfallen und tiefer Mu- 
digkeit. Sie zeigte kaum eine spontane Bewegung und die Stimme 
erschien monoton. Die Patientin unterzog sich zu Beginn der ad- 
optiven Immuntherapie bereits ein Jahr lang einer Clozapin- 
Therapie und die paranoiden Symptome waren gut kontrolliert. 

Vor Beginn der Behandlung verlieB die Patientin das Bett erst 
am Nachmittag. Nach zwei Monaten adoptiver Immuntherapie stand 
die Patienten regelmafiig urn 1 Uhr morgens auf, urn eine Sekreta- 
rinnenschule zu besuchen. Es gab nur wenige Fehlzeiten mit ei- 
ner Haufigkeit von weniger als einmal pro Monat, ublicherweise 
Montags. Die Diskussionen mit der Patientin ergaben, daB die 
positiven Wirkungen der Immuntherapie die ersten drei Tage op- 
timal waren und dann abzunehmen begannen. Dementsprechend wurde 
zur Oberwindung der Probleme an den Montagen beschlossen, die 
injektionen jeweils freitags zu verabreichen. Die Ausbildung 
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zur Sekretarin wurde erfolgreich abgeschlossen und es folgte 
eine gleichfalls zuf riedenstellende Tatigkeit in einem Sekreta- 
riat einer Anwaltskanzlei . Urn der Patientin eine ruhigere Ar- 
beit sumgebung als in einem Sekretariat zu ermoglichen, wurde in 
der Folge ein Stellungswechsel realisiert. Der Patientin geht 
es seither sehr gut und die Therapie wird auf wochentlicher Ba- 
sis fortgesetzt. 

Die adoptive Immun therapie konnte die Halluzinationen nicht 
vollstandig beseitigen, aber sie wurden sehr selten und freund- 
lich. Die Hauptwirkung der adoptiven Immun therapie war die Re- 
aktivierung der Fahigkeit fur ein soziales Leben und eine Wie- 
dergewinnung der emotionalen Bandbreite bei sozialen Kontakten. 
Die Patientin war nicht nur dazu in der Lage, frtih aufzustehen 
und erfolgreich eine Berufsschule zu besuchen, sondern auch 
daran Gefallen zu finden. 

2.4. Behandlung eines weiteren an paranoider Schizophrenie lei- 
denden Patienten 

Der vierte, mannliche Patient war zu Beginn der adoptiven Im- 
muntherapie im Jahre 1994 31 Jahre alt. Paranoide Schizophrenie 
wurde 1983 diagnostiziert . Der Patient war aufgrund psychoti- 
scher Attacken in mehrere psychiatrischen Kliniken in Deutsch- 
land und einmal in den U.S.A. fur insgesamt 2 Jahre stationar 
eingewiesen worden. Die Berichte betonen die Beschaf tigung mit 
akustischen Halluzinationen und eine Bewahrung kognitiver Funk- 
tionen und von Affekt, so dafi die diagnostischen Kriterien fUr 
paranoide Schizophrenie erfullt waren (ICD 295.30). 

Die ersten paranoiden Symptome des Patienten wurden im Alter 
von 20 Jahren f estgestellt . Zwei Jahre spater verliefi er das 
Bett nicht mehr. Ihn beschaf tigten bestimmte Korperempf indungen 
stark; so war er der Annahme, eine offene Wunde, ein Loch im 
Kopf oder eine nicht geschlossene Stelle in seinem Thorax zu 
haben. Auch gab er eine telepathische Verbindung mit einem bud- 
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dhistischen Priester an, der ihm Anweisungen beziiglich seines 
Verhaltens geben wurde. ; 

Zu Beginn der adoptiven Imrountherapie war die psychiatrische 
Medikation Fluphenazindecanoat (Lyogen depot 50) i.m., wobei 
vierzehntagig eine Ampulle verabreicht wurde. 

Familiengeschichte: Gemafi einem Bericht des Patienten leidet 
eine altere Schwester desselben wiederholt unter depressiven 
Symptomen. 

Behandlung des Patienten: Der Patient erhielt insgesamt 104 In- 
jektionen von Februar 1994 bis Januar 1997. Zu Beginn der Be- 
handlung im Februar 1994 wurden 12 x 10 6 , danach 6 x 10 6 allo- 
gen stimulierte Zellen (siehe 1.1.) in den Unterarm injiziert. 
Trotz positiver Reaktionen aufgrund der alloaktivierten autolo- 
gen Zellen, wie in 1.1. beschrieben, wurde das Aktivierungsver- 
fahren geandert und immobilisierte anti-CD3-Antikorper fur die 
Aktivierung, wie in 1.2. beschrieben, verwendet. Der Grund da- 
fur bestand darin, dail der Patient durch die allogen stimulier- 
ten Zellen zwar zunehmende Aktivierung und zunehmendes Wohlbe- 
finden, aber auch eine Zunahme "psychotischer Stimmungen" er- 
fuhr. Anti-CD3-aktivierte Zellen allein hatten jedoch nur eine 
geringftigige und kurzfristige therapeutische Wirkung. Der Pati- 
ent erhielt nachfolgend sowohl anti-CD3-aktivierte Zellen, wie 
in 1.2. beschrieben, als auch anti-CD3-aktivierte Zellen, die 
mit IFN Y wahrend der in vitro-Kultivierung supplementiert wor- 
den waren, gemafi 1.3. Jede Zellpraparation wurde entweder in 
den rechten oder in den linken Arm injiziert. Bei CD3- 
aktivierten Zellen wurde durch Zugabe von IFNy zu den Zellkul- 
turen ein langer andauernder und starkerer Effekt f estgestellt . 
Das ortliche Anschwellen nach der Injektion war starker als bei 
Zellen allein mit CD3-Aktivierung, so dali die Dosis injizierter 
Zellen bei einer "mittleren" Dosis von 10 x 10 6 Zel- 
len/Injektion alle vierzehn Tage in 1995 gehalten wurde. Im 
darauffolgenden Jahr wurde zu einer wochentlichen Verabreichung 
Ubergegangen. Mit der Abnahme lokaler Reaktionen im Oktober 
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1996 wurde das wSchentliche Verabreichungsschema weitergef uhrt 
unci die Zelldosis schrittweise auf 20 x 10 6 Zellen/Injektion 
erhoht. 

Erganzende Laboruntersuchungen an dem vierten Patienten: 

Der Patient hatte Antikorpertiter, die eine aktive Infektion 
mit Chlamydia pneumoniae wie auch mit Chlamydia trachomatis an- 
zeigten. Sowohl die IgA- als auch die . IgG-Titer waren erhoht 
(siehe Tabelle 1) . 

Zusammenf assung der erzielten Ergebnisse bei dem vierten Pati- 
enten: 

Bereits einen Tag nach der ersten Injektion f unite sich der Pa- 
tient besser, "in Harmonie mit sich". Alptraume und nachtliche 
SchweiBausbruche verschwanden innerhalb der ersten sechs Monate 
der Immuntherapie. Die anderen Korperempf indungen des Patienten 
verschwanden wahrend dieses Zeitraums gleichfalls oder wurden 
gelindert. Die telepathisch wahrgenommenen Stimmen des buddhi- 
stischen Monches verschwanden nicht, wurden jedoch freundlicher 
und hielten deri Patienten nicht langer von seinem kiinstleri- 
schen Schaffen ab. Interessanterweise empfand der Patient eine 
Erhc-hung seines Wohlbef indens durch das Antibiotikum Azi- 
thromycin, das aufgrund der positiven Chi amydi en-Ant ikorper- 
titer verabreicht wurde. 

Die Entwicklung des Patienten zu grofierer Selbstandigkeit wie- 
derspiegelte sich in seinem Verhalten gegemiber den Eltern. Im 
ersten Jahr der Therapie nahm der Patient im Hause seiner El- 
tern Zuflucht in den Zeiten von Ruhelosigkeit . In 1996 tat er 
dies nicht mehr. Er schien daran Gef alien zu haben, allein zu 
leben. 

Urn einen moglichen "Clearing"-Ef f ekt auf bakterielle und virale 
Titer durch die adoptive Immuntherapie und ggf . synergistische 
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Effekte durch zusatzliche Antibiotikatherapie zu untersuchen, 
erhielt der Patient in 1994 und Anfang 1995 funf Runden von 
1,5 g Azithromycin. Es wurde ein dreitagiges Verabreichungs- 
schema eingesetzt. Der Patient berichtete nach jeder Runde Uber 
eine Verbesserung fUr mehrere Tage . Aufgrund von Diarrhoe mufite 
die Medikation nach der fUnften Runde Azithromycin beendet wer- 
den. Die adoptive Immuntherapie wurde wahrend der Antibioti- 
katherapie nicht unterbrochen. 

Ein Versuch mit Docyclin nach mehreren Monaten zeigte keine 
vergleichbare therapeutische Wirkung hinsichtlich der von dem 
Patienten "f estgestellten" Verbesserung bei den genannten Kor- 
perempf indungen. Dies konnte bedeuten, dafi die weit bessere Fa- 
higkeit von Azithromycin, in das ZNS einzudringen, von Bedeu- 
tung sein konnte; alternativ konnte Azithromycin eine bislang 
unbekannte psychodynamische Wirkung aufweisen. Jedoch zeigte 
eine Runde mit Azithromycin zwei Jahre spater nicht mehr die 
starken therapeutischen Wirkungen auf das geistige Wohlbefin- 
den. Dies spricht gegen eine bedeutende primare psychodynami- 
sche Wirkung der vorangegangenen Azithromycinmedikationen, son- 
dern vielmehr fur eine Beteiligung von Chlamydien Oder anderen 
Azithromycin-empf indlichen Pathogenen als Faktoren am geistigen 
Wohlbef inden . 

Es konnte eine synergistische Wirkung der adoptiven Immunthera- 
pie und Azithromycin bestehen, da berichtet worden ist, dafi Im- 
munzellen Azithromycin aufnehmen und an den Ort der Infektion 
transportieren (Bergan, T. et al . , Scand. J. Infect. Dis. 1992: 
Suppl. 83: 15-21). Antikorpertiter gegen das VCA-Antigen nahmen 
ab, aber IgG-Antikorper gegen das fruhe Antigen (EA) des EBV, 
wie sie bei dem Patienten festgestellt wurden, konnten eine 
nach wie vor schwelende lytische Infektion anzeigen. Diese Er- 
gebnisse zeigen eine in vivo-Wirksamkeit einer adoptiven Im- 
muntherapie mit niedriger Dosierung uber eine lange Zeitdauer, 
z.B. 18 Monate, um immer wiederkehrende chronische EBV- 
Infektionen einzuschranken. 
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Wie bereits ausgeftthrt, wurde der Patient seit funf Jahren 
durch seinen psychiatrischen Arzt mit intramuskularen Injektio- 
nen von Fluphenazin behandelt. Bei Beginn der adoptiven Im- 
muntherapie hatte der Patient seine Kurse an der Universitat 
fur mehr als 14 Monate nicht mehr besucht. Das Fluphenazin- 
Verabrei Chungs schema wurde wahrend der ersten 18 Monate der Im- 
muntherapie nicht geandert. In diesem Zeitraum nahm der Patient 
seine Studien an der Universitat wieder auf und beendete dieses 
erfolgreich mit einem Diplom. Nach diesen Erfolgen begann der 
Patient bei einem neuen psychiatrischen Arzt mit einer Cloza- 
pintherapie. Clozapin linderte die verbliebenen psychotischen 
Episoden des Patienten, ftihrte jedoch zu verringerter Mobili- 
tat. Der Patient klagte uber schwere Glieder. Diese Nebenwir- 
kungen von Clozapin schienen durch erhohte Anzahlen injizierter 
Zellen gelindert zu werden. 

Es war eine kontinuierliche allgemeine Verbesserung bei dem Pa- 
tienten seit Beginn der adoptiven Immuntherapie f estzustellen . 
Obwohl die akustischen Halluzinationen nach wie vor bestanden, 
wurden die Stimmen als entfernter und machtlos empfunden. Die 
Verbesserung spiegelt sich am besten in der erf olgreichen Kar- 
riere des Patienten in einem Universitatsstudium wieder, das er 
mit einem Diplom als Goldschmied beendete. Er lebt nun unabhan- 
gig in seinem Atelier, was er schatzt. Er muii auf seine Eltern 
nicht mehr zuruckgreif en. Parallel zu dieser Entwicklung trat 
ein Abfall der Antikbrpertiter gegen EBV-VCA und Chlamydia tra- 
chomatis zu einem beherrschteren Zustand der Infektionen auf, 
obwohl IgG-Antikarpertiter gegen das friihe Antigen von EBV und 
IgA-Antikorper gegen Chlamydia pneumoniae pathologisch bleiben 
(Tabelle 2) . 

Hinsichtlich der Wirksamkeit der verabreichten einzelnen Thera- 
pien wird gegenwartig angenommen, da& Azithromycin dazu bei- 
trug, die Chlamydieninf ektionen zurtickzudrangen, und Clozapin 
erfolgreich die Psychosen bekampfte. Die Immuntherapie spielte 
eine Hauptrolle bei der Verringerung sowohl der lytischen EBV- 
Infektion als auch der Chlamydieninf ekt ion; ferner war sie ent- 
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scheidend fur die Ruckkehr des Patienten in das Berufsleben, 
indent sie die geistige Energie und Munterkeit wiederherstellte . 

Zu einem spateren Zeitpunkt konnte bei diesem Patienten durch 
Einsatz von ^cascade primed" Zellen eine weitere Besserung er- 
zielt werden. Hierzu wurden diesem zunachst uber vier Wochen 
hinweg jeweils einmal wochentlich zwischen 4 und 6 Millionen 
^cascade primed" Zellen verabreicht. Danach wurde die Therapie 
mit einer einmaligen Injektion von 4 bis 6 Millionen ^cascade 
primed" Zellen pro Monat fortgesetzt. Zur Linderung oder Ver- 
meidung kurzzeitiger melancholischer Episoden kurz nach den In- 
jektionen wurden dem Patienten unmittelbar in Zusaramenhang mit 
den Injektionen zusatzlich jeweils 15 bis 25 Millionen CD-3 
stimulierte Zellen durch Injektion in eine andere Stelle des 
Korpers verabreicht. Diese Injektion erfolgte zu 2/3 intrakutan 
und zu 1/3 intramuskular . Parallel zu dieser Therapie wurde die 
Antibiotika-Therapie zur Verringerung der Chlamydien-Titer alle 
zwei bis drei Monate wiederholt. 
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TABELLE 1 

ANTIK6RPERTITER GEGEN CHLAMYDIEN UND EPSTEIN-BARR-VIRUS 
BE I DEN PATIENTEN 2, 3 UND 4 



Patient 
Diagnose 
Geschlecht 
Alter (Jahre) 



Patient 2 
Autismus 
mannlich 
9 



Patient 3 
Schizophrenie 
weiblich 
22 



Patient 4 
Schizophrenie 
mannlich 
32 



C. pneumoniae 

IgA 

IgG 



nicht best. 
l:256 l » 



nicht best, 
negativ 



1:32 
l:64 11 



C. trachomatis 

IgA 

IgG 



negativ 



negativ 
(PCR-positiv) 2) 



l:8 11 
l:8 l) 



Epstein-Barr- 

Virus 

VCA IgM 

VCA IgG 

EA IgM 

EA IgG 

EBNA 



nicht best. 

1:64 
nicht best. 
1:8 



negativ 
1:32 
nicht best, 
negativ 



schwach positiv schwach positiv 



negativ 
l:512 11 
negativ 
l:64 l) 
unspezif isch 



Die Seren fur die Bestimmung der Antikorpertiter wurde vor Be- 
ginn der Immuntherapie gesammelt. 

Antikorpertiter, die eine frische oder rekurrente 

Infektion anzeigen 

PCR wurde an Cervixabstrichen vorgenommen. 



2) 
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TABELLE 2 
TIERE U DER PATIENTEN 1, 2, 3 UND 4 
VOR BEGINN DER GEISTESKRANKHEIT 



PCT/EP99/02225 



Patient 
Geschlecht 
Alter (Jah- 
re) 



Patient 1 
mannlich 
72 



Patient 2 
mannlich 
9 



Patient 3 
weiblich 
22 



Patient 4 
mannlich 
32 



Katzen 

Hunde 

Vogel 

and. Tiere 



+ 
+ 



+ 

+ 



1J Patient 1 hielt einen Hund 15 Jahre lang vor Ausbruch der 
manisch-depressiven Krankheit; Patient 2 war in seinem zweiten 
Lebensjahr, d.h. vor den ersten Anzeichen von Autismus, Vogeln 
ausgesetzt; Patient 3 und 4 sind mit Hunden und Katzen groii ge- 
worden; Patient 3 hatte zusatzlich Hamster und Meerschweinchen, 



2.5 Behandlung von drei Patienten mit unterschiedlichen Grund- 
krankheiten und einem "begleitenden" depressiven Syndrom 

a) 81-jahrige Patientin mit rechtsseitiger Lahmung nach 

Schlagahfall, der acht Jahre vor Beginn der Zelltherapie 
stattf and 

Zusatzlich zu den Auswirkungen des Schlaganf alls bestand eine 
Aortenstenose . Die Patientin wurde jede zweite Woche mit ihren 
eigenen CD3-aktivierten Lymphozyten in einer Dosis von 15 - 20 
x 10 6 Zellen pro Injektion uber einen Zeitraum von 12 Monaten 
behandelt . 

Das Ziel der Therapie, eine Verbesserung des depressiven Syn- 
droms, das bei Schlaganf alien haufig zu beobachten ist, aber 
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auch ein Nebenziel, Gehirnzellen wieder zur Signalgebung zu 
animieren, wurden erreicht. Die Patientin machte auf beidenj 
Gebieten Fortschritte : der Handedruck der rechten Hand wurde 
wieder kraftiger, sie konnte den rechten Arm hoher heben, sie 
konnte einige Schritte weiter laufen. Auch die Depression hell- 
te sich auf. Angesichts der unter der Zelltherapie ebenfalls 
verbesserten Artikulation erfullte die Patientin sich den 
Wunsch, italienisch zu lernen. Auch ein Jahr nach Ende der ad- 
optiven Immuntherapie traten bei der Patientin keine Depression 
nen mehr auf . 

Ohne darauf festgelegt werden zu wollen, wird vermutet, daft die 
bei der Patientin beobachtete Besserung auf die Produktion von 
Neutrophinen, wie GDNF und BDNF, durch PMBC bewirkt wurde. 

b) 91-jahrige Patientin nach Herzinfarkt 

Drei Monate nach operativer Behebung einer Aortenstenose bei 
Vorliegen hoher Antikorpertiter gegen Chlamydien erlitt die Pa- 
tientin einen kleineren Herzinfarkt und wurde von ihrem Haus- 
arzt digitalisiert. Sie wurde sehr depressiv - eine bekannte 
Nebenwirkung von Digitalis vor allem bei Patienten uber 60 Jan- 
re. Sie konnte erst nach Monate uberredet werden, die adoptive 
Immuntherapie aufzunehmen. 

Die Patientin klagte Uber ein generelles Schwachegefuhl und 
konnte nur langsam einige Schritte gehen. Bereits zwei Wochen 
nach einer einzigen Behandlung mit aktivierten PBMC war die Pa- 
tientin frohlich und lief zum Behandlungszimmer . Der antide- 
pressive Effekt und auch die sehr gute Gehleistung bestehen un- 
vermindert fort. 

Die Patientin wird im 2-Wochenrhythmus mit CD3-aktivierten PBMC 
plus IFNy und CD3-aktivierten PBMC ohne I FN behandelt, jeweils 
mit 10-12 x 10 6 aktivierten Zellen aus einer Zubereitung. 
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Beziiglich der bei der Patientin beobachteten Besserung wird in 
Betracht gezogen, daft moglicherweise PBMC auch Katecholamine 
produzieren, die den Digitalisef f ekt auf den Muskel verstarken 
wiirden. 

c) 58-jahriger Patient mit multiplen Allergien 

Der Patient zeigte nach einem Todesfall in seiner Familie Sym- 
ptome wie bei einer typischen Depression (Trauerdepression) : 
allgemeines Schwachegef Uhl , Aktivitatsverlust, u.s.w. In den 
ersten drei Monaten der Trauer zeigen Hinterbliebene dieselben 
Symptome wie depressive Patienten, die mit einer schweren Me- 
lancholie in einer psychiatrischen Klinik aufgenommen werden 
(Paula Clayton, Bereavement and Its Relation to Clinical De- 
pression, in: Results in Depression Research (Hrsg. : Hanns Hip- 
pius, Gerry L. Klermann, Norbert Matussek) , Springer Verlag, 
Berlin-Heidelberg 198 6) . Die Trauerdepression und mit ihr die 
krankhaften Veranderungen wie die erhohte Ausschtittung von Kor- 
tisol schwachen auch das Immunsystem und erhohen die Anfallig- 
keit fur verschiedene Krankheiten und Krebs (Paula Clayton, 
a.a.O. ) . 

Der Patient wurde im ersten Monat einmal wGchentlich mit der 
unter b) beschriebenen Zellkombination behandelt. Danach wurde 
die Behandlung 14-tagig uber 6 Monate mit einer Zellmenge von 
20-25 x 10 6 Zellen pro Injektion fortgesetzt. 

Das Ziel der Therapie, die Minderung der Trauerauswirkungen auf 
die Handlungs- und Entscheidungsf ahigkeit, wurde erreicht. Der 
Patient beschrieb, daft die schockahnlichen Symptome, wie schwe- 
re Glieder und Energielosigkeit, behoben werden konnten, daft 
aber auch die Zahl der plotzlichen Weinkrampfe zurUckging. Der 
Zugang zur Trauer wurde jedoch nicht verschiittet, wie das von 
Antidepressiva mit negativen Spatfolgen bekannt ist. 
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2.6. Behandlung einer Patientin mit Alters-Parkinson-Syndrom 

Eine 82-jahrige Patientin rait einem Alters-Parkinson-Syndrom 
litt zusatzlich unter depressiven Verstimmungen, die be! etwa 
40% der Patienten auftreten. 

Der Patientin warden in Abstanden von zwei Wochen Injektionen 
von jeweils 15-20 x 10 6 Zellen, welche mittels anti-CD3 
Antikorper stimuliert worden waren, verabreicht. Die Behandlung 
erfolgte Uber 5 Jahre. 

Bei der Patientin konnten die depressiven Verstimmungen gemil- 
dert, aber auch die Feinmotorik verbessert und das Zittern 
(tremor) wesentlich verringert werden. Bis zum 88. Lebensjahr 
trat keine Verschlechterung des Zustands der Patientin auf . Die 
Ubliche Erhohung der Parkinsonmedikation (DOPA, Bromocriptin, 
u.s.w.) muBte nicht vorgenommen werden; im Gegenteil konnte die 
Medikamentendosis langsam abgebaut werden. 

Auf den ersten Blick ist es Uberraschend, daB verschiedene 
psychiatrische Erkrankungen oder St6rungen, wie mamsch 
depressive Krankheit, Autismus und Schizophrenie, aber auch 
Parkinson-syndrom durch adoptive Immuntherapie auf sehr ahnli- 
che Weise behandelt werden k6nnen. Bei naherer Prufung erkennt 
man, daB die adoptive Immuntherapie auf die Linderung sehr ahn- 
licher Symptome abzielt: 

- eine Verbesserung der neuromotorischen Fahigkeiten, woran 
ffi 6glicherweise in alien Fallen die gleichen Zytokine beteiligt 
sein konnten, 

- eine Verbesserung der geistigen Beweglichkeit und des In- 
teresses an sozialen Kontakten. 

Aus den erzielten Ergebnissen kennte geschlossen werden, daB 
die stimulierten Immunzellen einfach Zytokine ersetzen, die 
durch Zellen des ZNS produziert werden sollten, und wenn dem so 
ist, daB die Zellen des ZNS die Primarziele schadlicher Um- 
welteinfiusse bei diesen Patienten sein konnten. Es ist unbe- 
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stritten, dafi die Entwicklung von Schizophrenic und depressiver 
Erkrankungen sowohl genetische als auch Umweltf aktoren erfor- 
dert. Die genetischen Faktoren konnten auch die Gene des Immun- 
systems sein, die die Immunantworten auf Umweltf aktoren steu- 
ern. Dieser Ansatz wiirde Zellen des Immunsystems als Primarzie- 
le von Umweltf aktoren postulieren. Zell-Subpoplationen des Im- 
munsystems, die durch einen bestimmten Umweltf aktor inaktiviert 
wtirden, konnten nicht langer mit dem ZNS kommunizieren und eine 
Uberproduktion bestimmter Zytokine stimulieren, ahnlich der 
hormonellen Situation in der Menopause nach Beendigung der Pro- 
duktion von Hormonen durch die Eierstocke. Eine derartige regu- 
latorische Uberproduktion konnte eine Erklarung fur die erhoh- 
ten IL-2-Konzentrationen in der Cerebrospinal lussigkeit schi- 
zophrener Patienten sein. 

Die Beobachtungen der therapeutischen Wirkungen bei den vier 
Patienten unterstiitzen beide Ansatze. Das kontinuierliche Er- 
fordernis fur eine adoptive Immuntherapie, urn das AusmaB der 
Leistungsf ahigkeit bei den schizophrenen Patienten 3 und 4 in 
Form einer Beschaf tigung sicherzustellen, legt einen Zytokiner- 
satz durch Immunzellen nahe, obwohl der Ersatz von Zytokinen 
des Zentralnervensystems durch Immunzellen nicht erklaren kann, 
welches System zuerst versagte. 

Die positive therapeutische Wirkung von Azithromycin bei Pati- 
ent 4 legt eine fundamentale Rolle persistierender Infektionen 
nahe, die zu einer Polarisierung der Immunantwort und einer 
Storung des Zytokingleichgewichts fuhren. Dies wird z.B. durch 
das Fehlen psychodynamischer Wirkungen von Azithromycin bei Pa- 
tient 4 unterstiitzt. Bei Vergleich von Patient 3 und Patient 4 
ist f estzuhalten, dafi der Typ der Chlamydieninf ektion sehr wohl 
die Wirkung auf das geistige Wohlbefinden beeinflussen konnte. 
Neurologische Folgeerscheinungen von Chlamydieninf ektionen sind 
hauptsachlich den psittaci-Stammen zugeschrieben worden (Zumu- 
la, A., et al., J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry 1988: 51, 
1462; Williams, W., & Sunderland, R., Archs . Dis. Child. 1989: 
64, 1626-1628; Shee, CD., Postgrad. Med. J. 1988: 64, 382- 
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383) . Chlamydia pneumoniae wird neuerdings nicht mehr als psit- 

taci-Stamm klassif iziert . : 

Ein weiterer interessanter Gesichtspunkt ist, ob zoonotische 
Infektionen, die bei Haustieren ublich sind, wie Chlamydia 
psittaci, zu einer langsamen Beeintrachtigung der zellularen 
Immunantwort fuhren und auf grunddessen die Manif estierung 
psychiatrischer Erkrankungen, wie den vorstehend genannten, un- 
terstutzen oder sogar verursachen konnen. Samtliche behandelten 
Patienten hatten zumindest ftir einen Zeitraum von einem Jahr 
Kontakt zu Haustieren. 

Somit besteht u.a. die Frage, ob die chronisch reaktivierte 
EBV-Inf ektion die mentalen Probleme des schizophrenen Patienten 
4 verschlimmert . Es ist bekannt, dafi exprimiertes BCRF-1- 
Protein von EBV IL-10 imitiert und die IFNy-Produktion akti- 
vierter Lymphozyten auf die gleiche Weise wie IL-10 inhibiert 
(Di-Hwei, H., et al . , Science 1990: 259, 830-832). Das BCRF- 
Polypeptid konnte fUr die beobachtete Abnahme der IL-2- 
Produktion von CD3-stimulierten Lymphozyten von schizophrenen 
Patienten durch Inhibierung des TH-l-Stof fwechselweges iiber ei- 
ne Suppression der IFNy-Produktion verantwortlich sein (Horn- 
berg Merck, et al., Schiz. Res. 1995: 15, 237-242). Dies pafit 
mit der Beobachtung zusammen, dafi anti-CD3-stimulierte Zellen 
das geistige Wohlbefinden des Patienten 4 nur dann verbesser- 
ten, wenn die Zellaktivierung gemafi 1.3, namlich durch Zusatz 
von geringen Konzentrationen von IFNy zu den Zellkulturen zur 
Unterstutzung des TH-l-Stof fwechselweges, ausgefiihrt worden 
war. Eine ahnliche Auswirkung auf das geistige Wohlbefinden 
wurde bei der Zugabe von IFNa zu CD3-stimulierten Zellen fest- 
gestellt. Auch eine Behandlung mit beiden Praparationen, d.h. 
aCD-3 ohne und aCD-3 mit IFNy bzw. IFNa zur Zellkultur und In- 
j ektion an verschiedenen Stellen (rechter und linker Unterarm) 
scheinen die positive Wirkung zu steigern. Dies konnte eine di- 
rekte Wirkung auf die durch EBV-inf izierten B-Lymphozyten be- 
deuten, die Peptide aus der lytischen Phase prasentieren . EBV 
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wird als der hauptsachliche pathogene Faktor bei den meisten 
Plasmozytomen angesehen und IFNa ist das einzige Interferon, 
das eine Wirkung auf diesen Tumor hat. 

Bei dem Versuch, die Wirkungen eines Virus oder eines anderen 
pathogenen Faktors auf die Zytokinproduktion und das geistige 
Wohlbefinden zu bestiramen, sollte beriicksichtigt werden, dafi 
die Immunreaktivitat hauptsachlich durch drei Faktoren beein- 
flufit werden kann: 1) durch die immungenetische Konstellation, 
d.h. durch die Gene des HLA-Komplexes, der fur die Prozessie- 
rung und Presentation verantwortlich ist; 2) das Vorhandensein 
oder Fehlen des schadlichen Umweltf aktors, (bakterielle oder 
virale Pathogene, Umweltailergene und andere allergisierende 
Stof f e, . . ; dies wird durch die Tatsache belegt, dafi nur vier- 
zig Prozent eineiiger Zwillinge das Schicksal teilen, an Schi- 
zophrenie zu erkranken; und 3) durch Erwerb einer ungiinstigen 
Kombination chronischer Infektionen, die das Immunsystem pola- 
risieren und die Zytokinkonzentrationen dauerhaft aus dem 
Gleichgewicht bringen. 

Wiederholte Immunisierungen verbesserten die jeweiiigen Gei- 
steskrankheit, fiihrten aber auch zum Verschwinden nachtlicher 
Schweifiausbruche bei den Patienten 1 und 4 und zum Verschwinden 
haufiger "viraler" Infektionen bei Patient 3 und haufiger Er- 
kaltungskrankheiten bei Patient 4. Der Erfolg der adoptiven Im- 
muntherapie zur Beseitigung "immunologischer" Probleme offen- 
bart aber noch immer nicht das Ausmafi von deren Beteiligung an 
den Geisteskrankheiten. Da mehrere Zytokine, die durch stimu- 
lierte Immunzellen produziert werden, identisch mit Nerven- 
wachstums faktoren, wie GDNF und anderen, sind, konnte die adop- 
tive Immuntherapie ihre Wirkungen auf dreierlei Weise entfal- 
ten: 1) durch Eliminierung von Viren oder Bakterien in infi- 
zierten Immunzellen wahrend der in vitro-Kultur ; 2) durch Wie- 
derbelebung inaktiverter Lymphozytensubpopulationen und erneute 
Etablierung eines dynamischen Gleichgewichts zwischen derarti- 
gen Subpopulationen ( "Depolarisierung polarisierter Subpopula- 
tionen) , die Zytokine produzieren, die mit dem ZNS kommunizie- 
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ren; und 3) durch Produktion von Zytokinen, die Nervenzellen 
schutzen. 

Der dritte Punkt legt nahe, dafi die adoptive Immuntherapie so- 
wohl bei Entwicklungskrankheiten wie auch bei traumatischen Er- 
krankungen des ZNS nutzbar sein sollte. Sie sollte in nicht- 
immunologischen Situationen, wie bei Nervenzellschadigungen 
aufgrund von Unfallen, die zu Koma oder Paraplegie ftthren, 
niitzlich sein. 

Eine Unterentwicklung von ZNS-Strukturen und -Kreislaufen konn- 
te die Folge fehlender Zytokinsignale wahrend der Erobryonalent- 
wicklung sein, die auf geringgradigen persistierenden Infektio- 
nen beruhen. Die erhohte Anfalligkeit fur Infektionen bei Down- 
Syndrom hat viel Interesse auf sich gezogen und ist unlangst in 
einem Obersichtsartikel zusammenf assend dargestellt worden 
(Nespoli, L • , et al . , J. Intellect. Disabil. Res. 1993: 37, 
543-551) . Der positive Einflufi der adoptiven Immuntherapie auf 
die Entwicklung des autistischen Patienten 2 legt eine positive 
Wirkung auch bei Down-Syndrom nahe. 
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PATENT ANS PROCHE 

1. Verwendung von stimulierten mononuklearen Zellen des peri- 
pheren Bluts (PBMC) zur Behandlung von mit dem Gehirn assozi- 
ierten Erkrankungen, Stbrungen und Schadigungen. 

2. verwendung von stimulierten mononuklearen Zellen des peri- 
pheren Bluts (PBMC) nach Anspruch 1 zur Behandlung von manisch- 
depressiver Krankheit oder manisch-depressiver Psychose, Schi- 
zophrenie, depressiven Syndromen ohne endogene Ursache, Autis- 
mus, cehimentwicklungssterungen in und nach der Embryonalzeit, 
Down-Syndrom, von unfall- oder aufgrund anderer Ursachen ge- 
schadigten Gehirnen oder Parkinson-Syndrom. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die mononuklearen Zellen des peri- 
pheren Bluts (PBMC) mittels inaktivierter allogener prokaryoti- 
scher Oder eukaryotischer Zellen stimuliert worden sind. 

4. Verwendung nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet, daB die mononuklearen Zellen des peri- 
pheren Bluts (PBMC) mittels durch Bestrahlung inaktivierter al- 
logener Zellen stimuliert worden sind. 

5. verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 4, 

dadurch gekennzeichnet, daB die mononuklearen Zellen des peri- 
pheren Bluts (PBMC) mittels Proteinen und/oder Peptiden von 
allogenen prokaryotischen oder eukaryotischen Zellen stimuliert 
worden sind. 

6. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, da* die mononuklearen Zellen des peri- 
pheren Bluts (PBMC) mittels stimulierter T-Lymphozyten stimu- 
liert worden sind. 
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7. Verwendung nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die T-Lymphozyten mittels eines 
oder mehrerer Antikorper gegen Rezeptoren, Corezeptoren oder 
SignalmolekUle der T-Lymphozyten stimuliert worden sind. 

8. Verwendung nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet , dafi die T-Lymphozyten mittels eines 
oder mehrerer gegen das CD3-Molekiil gerichteter Antikorper sti- 
muliert worden sind. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die T-Lymphozyten mittels immobili- 
sierter, gegen das CD3-Molekul gerichteter Antikorper stimu- 
liert worden sind. 

10. Verwendung nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet/ dafi die T-Lymphozyten mittels eines 
oder mehrere Zytokine stimuliert worden sind. 

11. Verwendung nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die T-Lymphozyten uber den ap-T- 
Zellrezeptor derselben durch Bindung von durch APC im HLA- 
Kontext prasentierten Fremdpeptiden stimuliert worden sind. 

12. Verwendung nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, dafi T-Lymphozyten durch Bindung des 
B7-1- und/oder des B7-2-Molekuls stimuliert worden sind. 

13. Verwendung nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die T-Lymphozyten durch Lektine, 
Calcium-Ionophore und/oder chemischer Analoga derselben 
und/oder allogene und/oder xenogene Tierzellen stimuliert wor- 
den sind. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die T-Lymphozyten durch Phytohaem- 
agglutinin und/oder Concanavalin A stimuliert worden sind. 
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15. Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 14, ; 

dadurch gekennzeichnet, daft die Stimulierung der T-Lymphozyten 
in Gegenwart von Interleukin 2 vorgenoramen worden ist. 

16. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dafi nach der Stimulierung der PBMC 
und/oder T-Lymphozyten eine Behandlung der stimulierten Zellen 
mit Interferon y (IFNy) und/oder Interferon a (IFNa) durchge- 
fuhrt worden ist. 

17. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 16, 

dadurch gekennzeichnet, dafl die stimulierten PBMC in einer Do- 
sismenge von 1-30 x 10 6 Zellen pro Injektion eingesetzt werden. 

18. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die PBMC durch die folgende Vorgehensweise 
stimuliert worden sind: 

T-Lymphozyten oder PBMC werden mittels einer oder mehreren 
der in den Anspruchen 3 bis 16 definierten Stimulierungsmetho- 
den primar stimuliert, 

den primar stimulierten T-Lymphozyten oder PBMC werden 
naive PBMC zugesetzt und zur Stimulierung der naiven PBMC inku- 
biert. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die stimulierten PBMC in einer Do- 
sismenge von 1-8 x 10 6 Zellen, insbesondere 1-6 x 10 6 Zellen 
pro Injektion eingesetzt werden. 

20. Verwendung nach Anspruch 17 oder 18, 

dadurch gekennzeichnet, daJi in Zusammenhang mit der Verabrei- 
chung der stimulierten PBMC an einen Patienten zusatzlich CD3- 
stimulierte Zellen in eine andere Korperstelle des Patienten 
verabreicht werden. 
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21. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 20, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die stimulierten PBMC mittels einer 
Injektion intradermal und/oder intramuskular verabreicht wer- 
den. 

22. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 21, 

dadurch gekennzeichnet, dafi sie zusammen mit einer auf den Er- 
krankungs-, St5rungs- oder Schadigungstyp abgestimmten medika- 
mentosen Behandlung erfolgt. 

23. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 22, 

dadurch gekennzeichnet, dafi sie zusammen mit einer Antibioti- 
katherapie erfolgt. 

24. Stimulierte mononukleare Zellen des peripheren Bluts 
(PBMC), erhaltlich durch das folgende Stimulierungsverf ahren: 

T-Lymphozyten oder PBMC werden mittels einer oder mehreren 
der in den AnsprUchen 3 bis 16 definierten Stimulierungsmetho- 

den primar stimuliert, 

den primar stimulierten T-Lymphozyten oder PBMC werden 
naive PBMC zugesetzt und zur Stimulierung der naiven PBMC inku- 
biert . 
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(57) Abstract 

The invention relates to the use of stimulated peripheral blood mononuclear cells (PBMC) for the treatment of brain-related diseases, 
disorders and damage, such as manic-depressive illness or manic-depressive psychosis, schizophrenia, depressive syndromes without 
endogenous cause, autism, disturbances of cerebral development during and after the embryonal stage, Downs syndrome, brain damage due 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von stimulierten mononuklearen Zellen des peripheren Bluts (PBMC) zur Behandlung von 
mit dem Gehim assoziierten Erkrankungen, Storungen und Schadigungen, wie manisch-depressiver Krankheit oder manisch-depressiver 
Psychose, Schizophrenic, depressiven Syndromen ohne endogene Ursache, Autismus, Gehimentwicklungsst6rungen in und nach der 
Embryonalzeit, Down-Syndrom, von unfall- oder aufgrund anderer Ursachen geschadigten Gehimen oder Parkinson-Syndrom. Nach der 
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werden. 
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